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Zur Kenntnis 
der Biokatalysatoren des Kohlehydratumsatzes. III. 
Von 


Hans v. Euler und Karl Myrbiick. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Juli 1925.) 


————————_— 


Wir kniipfen an die erste unter dem gleichen Titel er- : 


schienene Mitteilung an, und zwar an folgende Zusammen- 
fassung: 

ln der Hefe haben wir, auBer dem wasserléslichen 
Vitamin B und dem Wachstumsfaktor h D_: 

1. Die Co-Zymase, von den iibrigen Aktivatoren dadurch 
unterschieden, daB sie ausgewaschene Trockenhefe in Gegen- 
wart von Phosphat aktiviert, weiter gekennzeichnet durch ihre 
Thermostabilitatskurve. 

2. Den Biokatalysator Z, gekennzeichnet durch seine oben 
bereits erwahnte Wirkung auf frische Hefe, seine Unwirksam- 
keit gegeniiber Trockenhefe und durch seine Thermostabilitat. 

Auch in chemischer Hinsicht ist die Co-Zymase wohl am 
eingehendsten untersucht. Sie konnte bereits auf einen hohen 
Wirksamkeitsgrad gebracht werden und zwar nach unserer 
friher festgelegten Bezeichnungsweise 


__ eem CO, per Stunde _ 
ACo = g Trockenpriparat — 40000. 





Was die physiologische Reinheit betrifft, so ist der Bio- 
katalysator Z frei von jeder Co-Zymasewirkung, und ferner 
ohne Wirkung auf den Zuwachs von Ratten, also frei von h_D. 

Wir kennen nun noch einen aus dem Tierkérper ge- 
wonnenen Stoff, welcher am Kohlehydratumsatz wesentlich be- 
teiligt ist, nimlich das von Banting und Mc Leod entdeckte 
Insulin. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL, 1 
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»Unabhingig von medizinischen Fragen und Gesichts- 
punkten ist es fiir uns notwendig, unsere Praparate, welche 
Mischungen verschiedener wasserlislicher Vitamine, Hormone 
und Hilfsstoffe sein kénnen, durch ihre verschiedene Wirksam- 
keiten zu charakterisieren.“ 


Die weitgehende Analogie zwischen Kohlehydratumsatz 
im Muskel und in Mikroorganismen, die wir in einer Reihe 
von Mitteilungen hervorgehoben haben, wird besonders in den 
ersten Phasen des Abbaues deutlich, Bei einer Besprechung 
des Zymophosphates hat der eine von uns?) 1913 auf diese 
Analogie mit folgenden Worten hingewiesen: 


,»Wenn somit die Giarung und die Glykolyse einander 
chemisch so nahe stehen, kann es andererseits keinem Zweifel 
unterliegen, da® auch bei der Glykolyse die Phosphate eine 
entscheidende Rolle spielen und man hat Grund zu vermuten, 
daB solche Kohlehydratphosphorsiure-Ester als Zwischen- 
produkte auch bei der Glykolyse auftreten.‘ 


Durch die wichtige Entdeckung von Embden und Laq uer’?) 
wurde dann bald darauf bewiesen, daB im Muskel als Vor- 
laufer der Milchsiure ein Stoff, Lactacidogen, auftritt, dessen 
Identitit mit dem Zymophosphat der Garung pitsinchi sicher- 
steht (Embden und Mitarbeiter). 


Auf die Analogien beim Abbau des Glykogens in Muske! 
und Hefe und beziiglich der primaren Bildung einer nicht 
stabilen, sehr reaktionsfahigen Glucoseform, der ,,Bioglucose“ 
sind wir an anderer Stelle naher eingegangen.*) Die Amylasen, 
welche nicht nur als 6-Enzyme*), sondern nach Kuhns®) Ent- 
deckung auch als w-Enzyme auftreten kénnen, sind f- bzw. 
a-Bioglucosidasen; die fiir den Kohlehydratabbau im Muskel 





1) Euler, Svensk. Kem. Tidskr. Bd. 25, S. 168 (1918). 

*) Embden u. Laquer, Diese Zs. Bd. 98, 8. 94 (1914). 

®) Euler u. Myrback, Svensk. Kem. Tidskr. Bd. 87, 8. 170 (1925). 

*) Euler u. Helleberg, Diese Zs. Bd. 189, 24 (1924). 

5) Kuhn, Chem. Ber. Bd. 57, 8.1965 (1924); Liebig, Ann. der 
Chem. Bd. 448, 8. 1 (1925); Euler, Myrbick u. Karlsson, Diese Zs. 
Bd. 148, 8. 248 und zwar 262 (1925). ) 
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wichtige Muskelglykogenase dirfte den «-Bioglucosidasen zu- 
zuzihlen sein. 

Die von Harden und Young im HefepreBsaft entdeckto 
Co-Zymase fand Meyerhof im Muskel’), und die tberein- 
stimmende Aufgabe dieser Co-Zymase im Tier- und Pflanzen- 
reich wurde von Euler und Myrbick klargelegt. Wesentlich 


fir die Erkenntnis der allgemeinen Bedeutung der Co-Zymase, 


welche u. a. auch in Milchsiurebakterien nachgewiesen wurde; 
war der von Virtanen?) erbrachte Nachweis, daB auch in 
typischen Milchsaéurebakterien (Streptococcus lactis, B. casei u. a.) 
der Abbau Zymohexose—Milchséure iiber das Zymophos- 
phat geht.*) 

Durch den Nachweis, daB ohne Co-Zymase die Phosphatese 
weder in Muskel noch Hefe zur Wirkung kommt und daf 
demgemi8 ohne Co-Zymase keine Phosphorylierung ein- 
tritt*), ist aber die Kenntnis des Phosphatesesystems noch 
nicht erschépft. Wir wissen einerseits, daB8 schon in dieser 
Phase des Abbaues Umlagerungen der Hexosegruppen ein- 
treten miissen (der eine von uns hat die Mitwirkung von 
Hexasen angenommen) und wir wissen andererseits durch die 
epochemachenden Arbeiten von Mc Leod und Banting ), 
daB ein Hormon, das Insulin, existiert, welches an der Glyko- 
lyse wesentlich beteiligt ist. 

Auch die Hefe enthalt ein mit dem Insulin identisches 
oder dem Insulin wenigstens nahestehendes Hormon, mit ahn- 
lichen Wirkungen (Erniedrigung des Blutzuckerspiegels) wie 
das Pankreasinsulin, und unter gleichzeitigem Einflu8 auf den 
Phosphatumsatz im Tierkérper.*) 





1) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, 8. 165 u. Bd. 102, S. 1 (1918). 

2) Virtanen, Diese Zs. Bd. 188, S. 186 (1924). 

*) Siehe hierzu auch Neuberg u. Gottschalk, Biochem. Zs. 
Bd. 161, S. 244 (1925). 

*) Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 189, S. 15 (1924). 

5) Vgl den zusammenfassenden Vortrag von Mc Leod, XI. en, 
Physiol. Congr. Edinburgh 1923. 

*) Vgl. hierzu Winter u. Smith, Brit. Med. Jl. Bd.1, 8. 711 
(1918); ferner Euler u. Svanberg, Biochem. Zs. Bd. 16, S. 826 (1916); 
Collip, Jl. of Biol. Chem. Bd. 56, S. 518 — 

1* 
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In unserer ersten, oben zitierten Mitteilung sind wir 
zum Ergebnis gekommen, da8 Insulin (es war ein Praparat 
der Stockholmer Fabrik ,Sal“ verwendet worden) in aus- 
gewaschener Trockenhefe die Co-Zymase nicht er- 
setzen kann. Kurz vorher hatte v. Fiirth’) mitgeteilt, dab 
frische Hefe durch Insulin nicht aktiviert wird, was immerhin 
darauf beruhen konnte, daB die frische Hefe bereits den Opti- 
malgehalt an Co-Zymase bzw. Hormon besaB; wir haben des- 
halb darauf aufmerksam gemacht, daB die event. Wirksam- 
keit des Insulins als Co-Zymase an Co-zymasefreier, 
getrockneter Hefe bei deren Aktivititsoptimum gepriift wer- 
den mubB. 

In einer kirzlich erschienenen Mitteilung gibt Virtanen?) 
den interessanten Befund an, daB seine durch Waschen mit 
Wasser inaktiv gemachten Trockenpraparate von B. casei « 
durch Insulinlésung aktiviert werden. Wie wir friher gefunden 
haben, enthalten diese Milchsiurebakterien viel Co-Zymase. 
Nun kann a priori eingewendet werden, daB die Inaktivierung 
der Milchsiurebakterien-Trockenpraparate beim Waschen nicht 
durch die Entfernung der Co-Zymase veranlaBt zu sein 
braucht. Teils verlieren manche Mikroorganismen, z. B. Ober- 
hefen, ihre Co-Zymase durch Auswaschen mit Wasser schwer 
oder fast gar nicht*), teils war es méglich, daB neben Co- 
Zymase noch andere fiir den Zuckerumsatz notwendige Stoffe, 
etwa Insulin, aus den Milchsiure-Bakterienpraparaten in Lisung 
gegangen waren. 

Da die gegenseitige Vertretbarkeit von Co-Zymase und 
Insulin in vieler Hinsicht fiir das Verstindnis des biologischen 
Kohlehydratumsatzes von wesentlicher Bedeutung ist, haben 
wir unsere friiheren Versuche an Hefe wiederholt und erweitert. 

Zur Anwendung kamen drei Insulinpraparate, namlich ein 





1) y. Fiirth, Biochem. Zs. Bd. 150, S. 265 (1924); vgl. hierzu auch 
die Bemerkung von Brugsch u. Horsters, Klin. Woch. Bd. 4, S. 436 
(1925). 

*) Virtanen, Chem. Ber. Bd. 58, 8. 696 (1925). 

*) Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 117, 8.28 (1921). Siehe auch 
Neuberg u. Gottschalk, |. c. 
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uns von der Chemischen Fabrik auf Actien, vorm. E. Schering, 
Berlin, iiberlassenes festes Praparat, ferner Lésung Insulin 
»Kahlbaum“ und schlieBlich ein festes Pankreas-Insulin- 
praparat der Fabrik ,,Sal, Stockholm. 


1. Wirkung des Insulins auf frische Hefe. 


Wie erwihnt, hatte Fiirth gefunden, daB Insulin, [etin- 
insulin der Fabrik Eli Lilly & Co., Indianopolis, die Garungs- 
geschwindigkeit frischer Hefe (und zwar PreBhefe) nicht be- 
einfluBt. Im Gegensatz hierzu teilt neuerdings Abder- 
halden?) nach seinen mit einer (nicht naher bezeichneten) 
Hefe und mit (ziemlich kleinen Mengen) Insulin Schering 
und Insulin Kahlbaum angestellten Versuchen mit: 


»Uas Ergebnis der zahlreichen Versuche ist das folgende: 
Insulin beschleunigt in der Regel die alkoholische 
Garung.“ 

Bei unseren eigenen Versuchen mit frischer Hefe haben 
wir besonderes Gewicht darauf gelegt, daB sekundiare Hinfliisse 
des Insulinzusatzes, wie Aciditaétsverschiebungen, Anderungen 
des Phosphatgehaltes u. dergl. vermieden wurden. 


Versuch 1. In jedem Kolben 0,1 g frische Hefe H, 
0,1 g Glucose, 
1°/, K-Na-Phosphat py = 4,5—5,0, 
2 ecm Volumen. 





























Zeit (Minuten) 
Zusatz 3 
30 50 90 110 
= 3,6 6,4 12,8 16,0 
os 4,2 7,0 12,8 | 16,0 
0,01 g Insulin ,,Sal* . . 4,0 7,0 12,7 16,0 
0,04 g on o oon 4,0 7,0 12,9 19,1 





1) Fermentforschung Bd. 8, 8. 227 (1925). 
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Versuch 2. Dieselbe Mischung, aber 2°/, Phosphat. 


























Zeit (Minuten) 
Zusatz ) 
30 50 90. 110 
— 3,9 7,0 12,8 16,0 
— 4,0 6,9 12,5 16,0 
0,01 g Insulin ,,Sal . . 4,1 7,1 13,0 16,5 
0,04 g i i as 4,0 7,0 13,0 16,0 





In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Fiirth 
finden wir bei diesen Versuchen keinen EHinfluB des 
Insulins auf die Garungsgeschwindigkeit frischer 
Unterhefe. 

Um nun die mégliche Ursache der von Abderhalden 
gefundenen Aktivierung zu erkennen, haben wir einen Versuch 
bei nicht ganz optimaler Aciditét ausgeftihrt. Das Insulin- 
praparat reagiert ganz schwach sauer und es wurde deshalb 
die Aciditat der Phosphatlésung so gewahlt, da8 sie auf den 
alkalischen, absteigenden Ast der p,-Kurve fiel. 


Versuch 8. 0,03 g frischer Hefe, 
0,1 g Glucose, 
1°/, K-Na-Phosphat py = 6,4, 
2ecm Volumen. 
































Zeit (Minuten) 
Zusatz Peete 
45 15 165 210 265 
— 1,8 8,0 6,2 8,0 8,8 
~~ 1,9 3,0 6,3 8,2 9,0 
0,01 g Insulin. . 1,9 3,1 8,1 10,8 - 11,5 
ne 2,1 3,4 88 | 11,2 12,8 


Die hier tatsichlich beobachtete Aktivierung diirfte ganz 
und gar der Acidititsverschiebung zuzuschreiben sein. 

Da aber die endgiiltige Erledigung der Frage, ob Insulin 
als spezifischer Aktivator oder spezifisches Hormon oder Co- 
Enzym die Hefengirung beschleunigt, fiir die folgende Forschung 
nicht ohne Bedeutung ist, haben wir uns an mehrere Fach- 


Rip a tea ee RT FN aR UE oi as nea ee ie per 


St in eer r 
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genossen mit der Bitte um Nachpriifung gewandt und hoffen 
also, in einiger Zeit hierauf wieder zuriickkommen zu kénnen. 


2. Einwirkung des Insulins auf die Trockenhefegarung. 


Das in allen Versuchen angewandte Insulinpraparat war, 
wenn nichts anderes gesagt wird, ein Trockenpriparat von der 
Chemischen Fabrik auf Actien, vorm. E. Schering, Berlin. 
Das Praparat enthielt in 1 g 3600 internationale Einheiten. 


Versuch 4, 0,2 g Co-cymasefreie Trockenhefe H, 
0,1 g Glucose, 
2,5 °/, K-Na-Phosphat py, = 6,3, 
2 ccm Volumen. 



































Zeit (Minuten) 
Zusatz 
30 65 90 135 | 260 320 
Ce TOM a kes 01 | — 01 | — _ 1,1 
1 cem Hefe-Co-Zymaselésung 2,4 | 4,5 | 5,4 | 69 | 11,8 | 14,0 
100 Einh. Insulin... . 0,2 | 0,38 | 0,4 | 0,5 0,8 pS | 
ae . oe « OR Or On Oe ESE 45 


Es stehen also unsere friiheren Befunde fest, daB durch 
Insulinzusatz unsere ausgewaschene Hefe wenigstens 
zu keiner Kohlensiureentwicklung befahigt wird. Es 
stand noch die zwar sehr unwahrscheinliche Méglichkeit offen, 
daB das Insulin die Hefe zu einem sich ohne Kohlensiure- 
entwicklung vollziehenden Kohlehydratabbau stimulieren kénnte. 
Deshalb wurden in den Reaktionsmischungen des Versuches 4 
nach 6 Stunden die unzersetzten Glucosemengen bestimmt: 
Das Gargut von jedem Versuche wurde mit HCl und HgCl, 
nach Schenck auf 10 ccm verdiinnt. Das mit Schwefelwasser- 
stoff behandelte, durch Luftsaugen entschwefelte Filtrat wurde 
nach Bertrand gekocht. Folgende Glucosemengen wurden 
gefunden: 


Vemaeh i... ss. SE me 
De OS ge 
oo Oe 


ee 
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Wir stellen zuerst fest, daB in dem Versuche 2 mit 
Zusatz von Hefen-Co-Zymase etwa 85°/, des Zuckers ver- 
goren sind, wahrend in den Insulinversuchen nur ein un- 
bedeutender Zuckerschwund wahrzunehmen ist. Da8 eine 
Spaltung des Zuckers iiberhaupt eingetreten ist, wie auch die 
Entwicklung von winzigen Kohlenséiuremengen beweist, diirfte 
darauf beruhen, daB das aus dem Co-zymasehaltigen Pankreas 
hergestellte Insulinpriparat eine kleine Menge Co-Zymase ent- 
hielt. In jedem Falle bestitigen die Versuche vollig unsere 
Auffassung, daB die Co-Zymase bei der alkoholischen 
Garung nicht durch Insulin ersetzt werden kann. 





Den KinfluB des Insulins auf den Zuckerabbau der Milch- 
siurebakterien hat Virtanen durch Messung der Phosphory- 
lierung erkannt. Da es also nach diesen Versuchen schien, 
als wire das Insulin eben bei der Veresterung wirksam und da 
nach den Auseinandersetzungen von Brugsch und Horsters 
(a. a. O.) das Insulin das Co-Enzym der tierischen Phosphatese 
sein soll, haben wir auch versucht, durch Phosphatbestimmungen 
eine etwaige Einwirkung des Insulins auf die Veresterung in 
der Hefe festzustellen. 

Versuch 5. In jeder Probe 0,2 g beinahe Co-zymasefreie Hefe, 
0,1 g Glucose, 
1,0°/, Phosphat p;, = 6,3, 
5 cem Volumen nach den Zusitzen. 


Die Hefe wurde nicht vollstindig ausgewaschen, da es 
mdéglich erschien, daB das Insulin in Anwesenheit von Spuren 
von Co-Zymase eine Aktivierung entfalten kénnte. 

Die Phosphorbestimmungen wurden nach der in diesem 
Laboratorium iblichen Methode ausgefiihrt.1) Es kam eine 
Menge zur Bestimmung, welche 1 ccm der obigen Mischung 
entspricht. Die Phosphormenge bei Versuchsbeginn war im 
Versuche mit Wasser 19,5 mg P,O,, in den Insulinversuchen 
22,4 mg. 





) Myrbiack, Diese Zs. Bd. 148, 8. 197 (1925). 


RCA PO IE SR NEG 9 aay 
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mg PO, | mg P,O, 

ae nach 6 Std. | verestert 
Mie TS Cg 6 ok ee 16,5 3,0 
2ccem Hefen-Co-Zymase ...... . 9,0 10,5 
2 cem Insulinlésung 4/9 . . . . . 19,2 3,2 
2 ccm ie + 0,01 g ha ehalabd 19,1 3,3 





Der Zusatz von Zymophosphat im Versuch 4 wurde ver- 
sucht, da es sich gezeigt hat, daB bei Anwesenheit davon die 
Garung schneller einsetzt.') In keinem Falle konnte indessen 
eine Beschleunigung der Phosphorylierung durch Insulin beob- 
achtet werden. 





Wir haben schlieBlich einen Versuch mit einer enormen 
Insulinmenge ausgefiihrt, um uns vollstandig von dessen Un- 
wirksamkeit zu tiberzeugen. 


Versuch 6. 2g ausgewaschene, Co-zymasefreie Hefe, 
0,9 g Glucose (0,005 Mol.), 
0,01 Mol. Phosphat py, = 6,3, 
1800 Einh. Insulin Schering, 


10 cem Volumen. 


Aus diesem Gemische wurde wahrend 30 Stunden nur 
9,7 com CO, entwickelt. Nach 3 Stunden waren 3°/, der 
Phosphorsaure verestert, nach 9 Stunden 10,5°/,. Diese Ver- 
esterung wird durch die kleinen Co-Zymasemengen, die in der 
Hefe und dem Insulin vorhanden sind, vdllig erklart. 


Wir wollen nochmals betonen, daB diese minimale Wirkung 
nicht mit der groBen Aktivierung der Virtanenschen Bakterien- 
praparate verglichen werden kann. Durch 10 Einh. Insulin 
wurden 4g ‘Trockenpraparat von B. casei stark aktiviert, 
wahrend wir mit 1800 Einh. und 2 g Hefe nur eine Wirkung 
erreichen konnten, die héchstens 5°/, der Wirkung des nicht 
ausgewaschenen Hefenpraparates entsprach. 





1) Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 188, S. 260 (1924). 
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3. Versuche tber die Wirkung von Insulin und Co-Zymase auf 
die Phosphorylierung der Hexosen durch frische Muskeln. 


Zu den von Embden und Mitarbeitern ausgefiihrten, iiber- 
aus interessanten Versuchen tiber die Phosphorylierung durch 
frische Muskeln haben wir schon friher eine vergleichende 
Untersuchung zwischen der Versterung durch Hefe und durch 
Muskeln gefiigt.") Wir haben es auch nun angebracht ge- 
funden, einige Versuche iiber die Insulinwirkung auf die Muskel- 
veresterung auszufiihren. Dabei haben wir danach bestrebt, 
diejenigen Versuchsbedingungen zu wahlen, unter welchen eine 
méglichst groBe und gut meBbare Abnahme des anorganischen 
Phosphats eintritt. 

Die unten angegebenen Fleischmengen wurden in 5 ccm 
Fliissigkeit aufgeschwimmt. In einem Versuche ‘wurde die 
Phosphormenge sogleich bestimmt. In den anderen Versuchen 
blieb das Fleisch waihrend 4,5 Stunden mit der Fliissigkeit in 
Berihrung und danach wurde die Phosphorbestimmung vor- 
genommen. 




















Versuch 7. 

Suspensionsflissigkeit g Fleisch mg anorg. | mg P,0, 

P.O, verestert 
Beim Beginn . . .|_ 1,24 3,4 _ 
Wasser {4 er 2,6 0,8 
NaF + 10mg Glykogen| 1,31 2,0 1,4 
inde i. (Beim Beginn .. .| 1,83 6,1 — 
0,012 g Whee ows oh Oe 5,1 1,0 
Insulin 45 ter. . ae 4,5 1,6 
(NaF +Glykogen . .] 1,48 4,8 1,8 
WPiisiiie: + (Beim Beginn . . .}| 2,00 7,1 — 
Tite WE igo et ee 6,2 0,9 
kouymase | 4% NaF . . - «| 1,26 4,8 2,8 
‘NaF + Glykogen . .j| 1,70 5,8 1,8 








_ Aus der letzten Spalte der Tabelle ersehen wir, daB in 
den Versuchen, wo Insulin und Co-Zymase zugesetzt worden 
war, die veresterte Phosphatmenge gréBer ist, als in dem 





1) Euler u. Myrbick, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 36, S. 295 (1924); 
Bd. 37, S. 187 (1925); Euler, Myrbick u. Signe Karlsson, Diese 
Zs. Bd. 148, S. 248 (1925). 
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Wasserversuch. Daraus kénnen wir indessen nicht unbedingt 
schlieBen, daB die genannten Stoffe die Phosphorylierung akti- 
viert haben, denn wir miissen bedenken, da8 der urspriingliche 
Gehalt an freiem Phosphat durch die zugesetzten Praiparate 
etwa verdoppelt wurde. Weitere Versuche miissen zeigen, wie 
die Phosphorylierung mit der Phosphatmenge variiert. Wir 
wollen nicht unterlassen hier darauf hinzuweisen, dab man 
bei diesbeziiglichen Versuchen immer mit dem Phosphatgehalt 
der auf Aktivatoren zu priifenden Substanz rechnen mubB. 

Zu diesen Versuchen seien auBerdem folgende Anmer- 
kungen gefiigt: Die Spaltung der Kohlehydrate durch frische 
Muskeln geschieht nach Embden tiber Hexosediphosphorsiure. 
Indessen wird bei der Spaltung gewdhnlich keine gréBere 
Menge davon gefunden. Wir schlieBen daraus, daB die Spal- 
tung des Zymophosphats beinahe so schnell verliuft wie die 
Bildung desselben. Wir erinnern in diesem Zusammenhange 
daran, da8 bei der Zuckerspaltung der frischen Hefe und 
vieler Trockenhefen auch keine Aufspeicherung von Zymo- 
phosphat eintritt, obgleich die Garung zweifelsohne iiber diesen 
Stoff verlauft. Nun hat Embden zeigen kénnen, da8 bei Zu- 
satz von gewissen Salzen eine gréBere Abnahme des anorga- 
nischen Phosphats beobachtet werden kann. Wir haben friither 
die Ansicht ausgesprochen, daB diese vergréBerte Bildung von 
Zymophosphat darin ihren Grund hat, da8 durch die be- 
treffenden Salze (NaF u. a.) die Phosphatase teilweise ver- 
giftet wird.') Wir haben friher gezeigt, daB bei Zusatz von 
kleinen Mengen NaF zu Hefe (frischer und getrockneter) die- 
selbe Beobachtung gemacht werden kann. VergrdSert man die 
NaFk’-Konzentration, wird auch die Phosphatese vergiftet. Man 
kann also wahrscheinlich durch eine ,,auswihlende“ Vergiftung 
mit z.B. Nak zwar die Phosphatase mehr schwiichen als die 
Phosphatese, dabei kann man aber nicht vermeiden, daB nach 
Bildung einer gewissen Menge Zymophosphat die Spaltung des 
Zymophosphates einsetzt. Es ist deshalb wohl méglich, dab 
mit dieser Methode der Phosphatbestimmung eine etwaige 
Aktivierung der Phosphatese nicht gut festgestellt werden kann. 





1) Bildung von komplexen Fluorsalzen mit Aktivatoren. 
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Frische, nicht veresternde Hefen kénnen durch Zusatz 
von geeigneten Mengen Toluol zu einer sehr starken Zymo- 
phosphatbildung erregt werden. Setzt man mehr Toluol zu, 
so wird auch das synthetisierende System vergiftet! 

Im Anschlu8 an das Gesagte scheint uns folgender, bisher 
wenig beachtete Umstand nicht unwesentlich: Die Phosphatese- 
wirkungen, welche Embden bei Zusatz von NaF im Muskel 
beobachtet, sind auBerordentlich klein im Vergleich mit den 
durch Hefe erzielbaren, was wie erwihnt darauf beruhen diirfte, 
daB — je nach den Konzentrationsverhiltnissen — neben 
Phosphatese auch Phosphatase vergiftet wird.) 

Muskel verhalt sich in dieser Hinsicht wie Ober- 
hefe; in keinem der beiden Falle wird durch NaF eine be- 
friedigende Trennung der beiden Enzymwirkungen erreicht; 
auch in Oberhefe ist Phosphatese leicht vergiftbar, 
was offenbar mit der Art seiner Bindung am Plasma und 
seinem Verhalten zum Hemmungskérper?) zusammenhingt. 


4. Versuche tiber die Wirkung des Insulins auf den Glykogen- 
abbau der Muskel. 


Die angewandte Muskel war in simtlichen Fallen frische, 
unmittelbar nach der Tétung des Tieres entnommene Bein- 
muskulatur von Kaninchen. | 

Wir haben zuerst mit einem nur sehr schwach phosphory- 
lierendem Fleisch den Hinflu8 des Insulins auf die Glykogenase 


der Muskel untersucht. 
Versuch 8. In jedem Kolben 100 mg Glykogen in 25 cem 

















| Ohne Insulin | mit 0,12 g Insulin 
Zeit: Stunden 
; mg Glucose pro 4 g Fleisch 

0 0 —_ 

8 18,7 14,8 

5 40 36 

6,5 47 45 
20 99 94 











1) Vgl. auch Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 1438, 8. 250 (1925) 
letzte Tabelle. 
*) Vgl. hierzu Myrbick, Diese Zs. Bd. 148, S. 197 (1925). 
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2°/,iger Phosphatlésung. Dazu etwa 4g Fleisch. py = 6,5. Nach den 
unten angegebenen Zeiten Bestimmung der gebildeten Glukose nach 
Bertrand. 

Die Glykogenasewirkung ist in beiden Proben beinahe 
dieselbe. Der Versuch ist also ein neuer Beweis dafiir, dab 
die Insulinwirkung nicht in einer Hemmung der Glykogenase 
besteht. 


Versuch 9. 100 mg Glykogen in 15 cem 3 °/,iger Phosphatlésung. 
10g frisches Fleisch, Nach 6 und 8 Stunden wurde Eiwei® nach 
Schenck gefillt und Glucose nach Bertrand bestimmt. Zwei Parallel- 
proben ohne und mit 0,012 g Insulin (Insulinpriparat von 4000 Ein- 
heiten pro g.) 

In den Proben nach 6 Stunden fanden wir 70 mg Glucose, 
nach 8 Stunden 66 mg. Wir finden also, da8 die Phosphory- 
lierung in diesem Versuche durch den Insulinzusatz nicht in 


meBbarem Grade beschleunigt worden ist. 

Versuch 10. 100mg Glucose in 15 cem 3 °/,iger Phosphatlésung. 
10g Fleisch. Parallelproben ohne und mit 0,012g Insulin. Nach 
20 Stunden wurde das EiweiB gefillt und Glucose bestimmt. Wir fanden 
111 und 107 mg Glucose ohne und mit Insulin. 


Der Versuch lehrt, daB auch in diesem Falle keine Be- 
schleunigung der an sich sehr kleinen Veresterung der Glucose 
durch Insulin eingetreten ist. 

Auch wer — wie die Verfasser — es im allgemeinen 
fir wiinschenswert erachtet, daB mitgeteilte Versuchsresultate 
und Erwigungen an die bereits vorliegende Literatur, und 
an den friiheren Entwicklungsgang des Gebietes angeschlossen 
werden, sieht sich bei Arbeiten im Insulingebiet gezwungen, 
von einer auch nur annahernden vollstindigen Ubersicht tiber 
die Ergebnisse der Vorginger abzusehen. Wir miissen uns 
deshalb damit begniigen, aus der enormen Zahl von Arbeiten 
diejenigen herauszugreifen, welche in der gegenwiartigen Periode 
der schnell fortschreitenden Forschung besonders Aufmerk- 
samkeit zu verdienen scheinen. 

Kinleitend erwahnen wir die ausgezeichnete Zusammen- 
fassung von Mc Leod} 

Was zunichst die ev. Beziehung zwischen Phosphatumsatz 





1) Me Leod, XI. Intern. Physiol. Kongr., Edinburgh 1923. 
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der Kohlehydrate im Muskel und Pankreas-Insulin betrifft, so 
wollen wir auf die griindlichen Versuche von H. D. Kay und 
Robison?) hinweisen, in welchen bemerkenswerte, wenn auch 
in ihrem Zusammenhang noch nicht durchsichtige Ergebnisse 
erhalten wurden, unter welchen der Konzentrationsanderurg 
des PO, und des Blutzuckers hervorgehoben seien. 

Kine Reihe interessanter Erwigungen, besonders hinsicht- 
lich des Schicksals des Blutzuckers bei Diabetes findet man 
in den Arbeiten von Laquer’) sowie von Brugsch und 
Horsters.*) Wenn wir auch dem, was diese Forscher iiber 
das Insulin als das Koenzym der Phosphatese sagen, nicht 
beipflichten kénnen, so wird man doch mit Interesse die Mit- 
teilung der Versuche erwarten, auf welche diese Forscher ihre 
kiirzlich mitgeteilten Ansichten stiitzen. 

An die Arbeiten, welche sich mit der Konstitution des 
Blutzuckers und seiner Entstehung aus anderen Glucoseformen 
und seinem Ubergang in dieselben beschiftigen, besonders die- 
jenigen von Krogh‘), Mc Leod’) Winter und Smith), 
Hewitt und Pryde’), Pringsheim*) Kuhn und Baur’®) 
kann hier nur verwiesen werden. 

Besonders beachtenswert scheint uns aber der zuerst von 
Gunnar Ahligren”) mit der Thunbergschen Methylenblau- 
methode gefiihrte Nachweis, daB Gewebe durch die Zufuhr 
von Insulin die Fahigkeit erhalten, Glucose in Produkte zu 
spalten, die den Oxydationsenzymen als Substrat dienen kénnen. 
Durch diese Versuche, durch welche der Angriff des Insulins 
zum erstenmal auf die Oxydo-Reduktionsvorginge verlegt wurde, 





1) Kay u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, 8. 1189 (1924). 

*) Laquer, Klin. Woch. Bd. 4, Nr. 18 (1925). 

3) Brugsch und Horsters, Klin. Woch. Bd. 4, S. 486 (1925). 
4) Krogh, Dtsch. Med. Woch. Bd. 49, 8. 42 (1928). 

5) Me Leod, Physiol. Reviews Bd. 4 (1924). 

*) Winter u. Smith, Jl. of. Physiol. Bd. 42, 8. 100 (1922). 

7) Hewitt u. Pryde, Biochem. Jl. Bd. 14, 8. 395 (1920). 

8) Pringsheim, Biochem. Zs. Bd. 156, S. 109 (1925). 

*®, Kuhn u. Baur, Miinch. Med. Woch. Bd. 30, 8. 541 (1924). 
) Gunnar Ahlgren, Skand. Arch. f, Physiol. Bd. 44, B. 167 

(1923); Klin. Woch. Bd. 3, Nr. 16, 26 u. 27 (1924). 





Zur Kenntnis der Biokatalysatoren des Kohlehydratumsatzes. III]. 15 


haben dann durch Neuberg und Gottschalk?) die bemerkens- 
werte Erginzung erfahren, daB diese Forscher die erhéhte 
Bildung von Acetaldehyd unter Insulinzusatz zeigen konnten. 

SchlieBlich diirfte auch der von Allen?) und neuerdings 
von Gottschalk*) studierte Antagonismus zwischen Insulin 
und Adrenalin wertvolle Aufschliisse liefern kénnen. 


Zusammenfassung. 


Unseren Versuchen entnehmen wir folgendes: 

Pankreasinsulin hat auf die Garungsgeschwindigkeit unserer 
frischen Unterhefe H keinen spezifischen HinfluB; damit wird 
ein entsprechendes Ergebnis von O. v. Firth bestatigt. 
Versuche ohne genau festgelegte Acidititsbedingungen und 
definierten PO,-Gehalt sind nicht eindeutig. 

Unsere Ergebnisse beweisen, da8 eine allgemeine 
Ersetzbarkeit der Co-Zymase durch Pankreasinsulin 
ausgeschlossen ist. 

Da insulinfreie (vygl. die vorhergehende Mitteilung von 
Euler, Jorpes u. Myrbiack) Co-Zymase als spezifischer Akti- 
vator der Phosphatese von uns festgelegt ist, sind unsere Er- 
gebnisse mit dem Satz von Brugsch und Horsters, 


»daB sowohl in viyo wie in vitro das Insulin das thermostabile 
Co-Enzym der Phosphatese ist, d.h. der Aktivator oder die Kinase Ger 
thermolabilen Phosphatese“ 
nicht vereinbar. Das Co-Enzym der Phosphatese ist die 
Co-Zymase. DaB méglicherweise das Insulin mit dem Phos- 
phatumsatz der Kohlehydrate irgendwie verkniipft ist, soll 
damit nicht in Abrede gestellt werden, wenn gegenwirtig auch 
keine Beweise dafiir vorliegen. 

Bei unseren Versuchen ist die Veresterung von 
Hexosen (Bildung von Zymophosphat) durch zerschnittene 
Muskeln (ohne Sauerstoffzufuhr) von Pankreasinsulin 
nicht erheblich aktiviert worden. 

1) Neuberg, Gottschalk u. Strauss, Dtsch. med. Woch, 1923, 
Nr. 45, 1407. 

*) Allen, Jl. Am. Med. Ass. 1923, Nr. 81, 1923. 


5) Gottschalk, Biochem. Zs. Bd. 155, 8. 348; (1925) und Bd. 159, 
S. 502 (1925). 























Uber eine neue einfache colorimetrische Mikromethode 
zur quantitativen Bestimmung des Blutzuckers und Beitrage 
gur Physiologie des Blutzuckers. 


I. Mitteilung. 


Von 
Dr. B. Glassmann aus Odessa. 


Mit 1 Figur im Text, 





(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium des 3. Sowjeten-Hospitals und aus dem 
chemisch-bakteriologischen Laboratorium der siidwestlichen Eisenbahnen in Odessa.) 


(Der Redaktion zug angen am 2, August 1925.) 


Der kritischen Literatur gem4B leiden simtliche Zahlen- 
* angaben betreffend des Gehaltes an Zucker des menschlichen 
und tierischen Blutes an betrichtlichen Unsicherheiten, die 
teils durch die groBe Empfindlichkeit des Traubenzuckers 
zB. schon gegen Spuren von Alkalien bedingt sind’), teils 
durch die mannigfaltigen rein chemisch-methodischen Schwierig- 
keiten der Bestimmung’), teils endlich dadurch, daB das Blut 
neben Traubenzucker stets noch andere reduzierende, teils 
vergirende, teils unvergirbare Bestandteile enthalt, deren 
Menge zudem eine wechselnde ist.*) Als erster hat J. Otto*) 
darauf hingewiesen, daB das Blut auBer Traubenzucker noch 
andere reduzierende Stoffe enthalten muB, da die vergorene 





”) Bickel, Pfltigers Arch. Bd. 75, S. 248 (1899). 

*) Pfluger, Pfligers Arch. Bd. 77, S. 552 (1899). 

5) Otto, ebenda Bd. 35, 8S. 467 (1885); Pavy, Proc. Roy. Soe. 
Bd. 26, 8. 346 (1877); Seegen, Chem. Ber. Bd. 18, 8. 38 (1885); Caze- 
neuve, C. R. Bd. 88, 8. 596 u. 864 (1879); Jacobsen, Chem. Zbl. 
Jahrg. 1892b, 8. 834. 

*) A.a. O. 
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Blutzuckerlésung dauernd reduzierende Eigenschaften beibehalt. 
Eine ahnliche Beobachtung hatte zwar schon friiher Seegen’) 
gemacht, Otto aber erst bestimmte in zahlreichen Versuchen 
das quantitative Verhaltnis zwischen dem Traubenzucker und 
den iibrigen reduzierenden Stoffen, deren Wirkung kurzweg 
als ,,Restruktion“ bezeichnet wird. So fand Otto fir Hunde- 
blut als Durchschnitt von 14 Bestimmungen vor der Garung 
0,16°/, und nach der 0,03°/, reduzierende Stoffe, ausgedriickt als 
Traubenzucker. Diese Angaben von Otto sind von Andersson”) 
bestatigt worden. Das Blut enthalt auBer dem Traubenzucker 
noch folgende reduzierende und zum Teil polarisierbare Stoffe. 

1. Harnsiure und Kreatinin sind normale reduzierende 
Blutbestandteile, ebenso Urochrom; ihre Menge ist aber so 
gering, daB sie vernachlissigt werden kénnen. 

2. Glucuronsiure bzw. ihre Hster.*) 

3. Spuren von Pentosen. 

4. Isomaltose haben Pavy“und Siau‘) als Osazon vom 
Schmelzp. 157° nachgewiesen. Nach Mayer soll eine Ver- 
wechslung mit Glucuronsdureverbindungen vorliegen. 

5. Maltose ist nach Lépine®) sehr oft im Blute vor- 
handen; doch konnte J. Bang®) im Harn nach Adrenalin- 
vergiftung bei Kaninchen nach Neubergs Methode keine 
Maltose nachweisen. 

6. Fructose ist von Neuberg und Strauss") im Diabetiker- 
blut nachgewiesen. Nach Lépine’) soll sie méglicherweise 
auch im normalen Blut vorkommen. 

7. Glykogen kommt normal in geringer Menge im Blute 
vor. Nach Huppert®) 4—25 mg im Liter, allerdings kaum 
frei, sondern in den Leukocyten, ebenso wie die Glucuron- 





1) A. a. O. 
*) Andersson, Biochem. Zs. Bd. 12, 8. 1 (1908). 
’) P. Mayer, Diese Zs. Bd. 49,- Nr, 21 (1911). 
*) Pavy und Siau, Jl, of Physiol. Bd. 26, 8. 3 (1901). 
5) Lépine, Le Diabéte sucré. 
*) J. Bang, Der Blutzucker, 8. 88 (1918). 
") Neuberg u. Strauss, Diese Zs. Bd. 36, 8. 227 (1902). 
8) A. a. O. 
*) Huppert, Zbl. f. Physiol. 8. 394 (1882). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemio, CL. 3 2 





non, cee carte 








Pe se ie 
Sete ASE a ee oe 5 Fal ay 
WY Fl ear Nat Cae Ne 
Soe meses Tee: ME, RET 


eee ae “ovate; wee 
0 PY RE eee | 


Rae i smoraetuncie-tanaersniaiene ae ret ae oe “ 
“ PER geAsgr Bt a ok Pitt “ - 
pais), i carr ae 
TN Oe! Ae OS 


CSIR | eae ete 
Baits, ero 2 ka ke 


yee aerate ren ee) 
Soy torah oe mon 
ii 





18 | B. Glassmann, 


siureverbindungen, sich in den Erythrocyten) befinden. Das 
diabetische Blut ist jedoch mit Glykogen iiberladen — bis zu 
500 mg im Liter.’) 

8. Aceton bei Diabetes.*) 

Die oben erwahnten Stoffe, auBer dem Glykogen und dem 
Aceton bei Diabetes, spielen aber fiir die Restreduktion — im 
Gegensatz zu ihrer Bedeutung fiir die Polarisation — nur 
eine sehr unbedeutende Rolle. Die Restreduktion umfabt 
vielmehr in erster Linie Stoffe, die dem Traubenzucker sehr 
nahe stehen miissen. Von solchen hat man vor allem an 
Dextrin zu denken. Schon Magendie‘) fand im Jahre 1846, 
daB nach stirkereicher Nahrung im Blute nicht nur Zucker, 
sondern auch Dextrin vorhanden ist. Figuier und Sanson’) 
stellten fest, daB im Portablut ein Stoff vorkommt, der an 
sich nicht girungsfahig ist, diese Higenschaft aber durch 
Fermente oder Kochen mit Saiuren erlangt. Naunyn‘) be- 
richtet, daB im Portablut nach Stirkefiitterung Dextrin ent- 
halten ist, das durch Speichel in Zucker tibergeht. Lépine 
fand, daB auch Invertin eine Diastasierung bewirkt; doch war 
die Reduktion nach dem Kochen mit Sauren gréBer als nach 
der Hydrolyse mittels Invertins. 

Man hat demnach Grund anzunehmen, daf das Blut Dextrine 
enthialt, die bei den Reduktionsmethoden mitbestimmt werden.’) 


4 Meier, Diese Zs., Bd. 82, S. 518 (1901); Lépine u. Boulud, 
C. R. Bd. 183, S. 188 (1901); Bd. 184, 8. 398 (1902); Bd. 185, S. 189 (1902); 
Bd. 186, S. 1037 (1908). 

2) Kietaasi, C. R. Bd. 129, S.£567 (1895). 

*) W. Petters, Prager Vierteljahrsschrift Bd. 55, S. 81 (1857); 
R. v. Jakseh, Weitere Beobachtungen iiber Acetonurie, Zs. f. klin. Med. 
Bd. 8, 8. 115 (1884); J. Kaulich, Prager Vierteljahrsschr. Bd. 67, 8. 38 
(1860); W. Petters, J. Kaulich u. F. Betz, Uber Acetonausscheidung 
im tierischen Organismus, besprochen von H. Huppert, Leipzig; 
R. Fleischer, Deutsch. med. Woch. 8. 18 (1879); A. Cantani, Der 
Diabetes mellitus, deutsch von S. Hahn, Berlin 1880. 

*) Magendie, C. R. Bd, 23, S. 189 (1846). . 

5) Figuier, Ebenda Bd. 45, 8. 4 (1857); Sanson, Ebenda Bad. 44, 
S. 26; Bd. 45, S. 348 (1857). 

°) Naunyn, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 8, S, 85 (1874). 

”) J. Bang, a. a. O., S. 89. : 
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Des weiteren ist noch hervorzuheben, da8 nach Henriques’), 
Kolisch*) und Steyskal, Bing‘), Pfliger*), Lowi’) und 
anderen, ein groBer, ja vielleicht sogar der tiberwiegende Teil 
des Traubenzuckers nicht in freier Form also praformiert, im 
menschlichen und tierischen Blute enthalten sein soll, sondern 
in Form sehr komplizierter, aber sehr leicht spaltbarer Ver- 
bindungen, u. a. jener der Lecithinglucose, Jecorins, dessen 
Individualitat freilich nach anderen Forschern selbst wieder 
dahinsteht. Letzterer Umstand soll der Kritik gemaB die 
quantitativen Zuckerbestimmungen in einer zurzeit noch gar 
nicht zu iibersehenden Weise beeinflussen und diirfte nicht 
zum wenigsten die Differenzen erkliren, die den Befunden 
verschiedener Forscher nach vielen Richtungen hin anhaften, 
z. B. betreffs des Phloridzin-Diabetes.*) Alles in allem miissen 
daher simtliche quantitative Glucosebestimmungen im Blute 
fir unzuverlissig gelten"), auch nach den besten einzelnen, 
oder kombinierten Methoden, z. B. jenen von Lépine und 
Boulud®) ausgefihrten. 


Aus dem Obigen folgt, da8 eine quantitative Blutzucker- 
bestimmungsmethode nicht auf einem Reduktionsprinzip basieren 
mu8. Sie soll Alkalien als Reagenzien und die Mitbestimmung 
des Dextrins, des Glykogens und des Acetons bei Diabetes 
ausschlieBen, ferner soll sie klinisch gut verwertbar sein: eine 
dauernde Kontrolle des Blutzuckers bei Diabetes gestatten, 
was besonders bei der Insulintherapie der Fall ist, wo nicht 
selten der Blutzucker taglich, oder sogar mehrfach taglich 
untersucht werden mu8, also das Arbeiten mit méglichst kleinen 
Mengen gestatten und falls Glucose im Blute als eine Lecithin- 
verbindung oder Jecorin vorhanden ist, dieselben vor der Be- 





1) Henriques, Diese Zs. Bd. 23, 8. 244 (1897). 

*) Kolisch u. Steyskal, Chem. Zbl. Jahrg. 1898, 8. 686. 

3) Bing, Chemik. Zeit. Bd. 22, S. 189. 

*) Pfliiger, Pfliigers Arch, Bd. 96, S. 385 (1908). 

5) Léwi, Biochem. Zbl. Bd. 1, S. 400 (1902). 

6) Lippmann, Chemie der Zuckerarten, Bd. 2, 8. 1871 (1904). 
7) Bendix, Biochem. Zbl. Bd. 1, S. 267 (1902). 

8) Lépine u. Boulud, C. R. Bd. 184, 8. 818 (1902). 
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stimmung spalten; den Dialysierungsversuchen von Schenk}), 
L. Asher’) und Michaelis und Rona‘) und den Unter- 
suchungen von P. Meyer‘) tiber die Kinwirkung von Blut auf 
Jecorin gemaB, ist der Zucker im Blute jedoch nicht in 
gebundenem Zustande vorhanden. Endlich soll die Methode 
womdglichst einfach in ihrer Ausfihrung sein, ohne Anwen- 
dung von kostbaren Instrumenten und vielen titrierten Lisungen. 


Prinzip der neuen Methode. 


LaBt man einen groBen Uberschu8 von Resorcin auf 
Glucose in waBriger Lésung in Gegenwart von Salzsiure be- 
stimmter Konzentration, bei der Temperatur des siedenden 
Wasserbades, wahrend 1 Stunde einwirken, so farbt sich die 
Lésung gelb, und beim Erkalten scheidet sich ein dunkel- 
gefarbter Niederschlag ab, welcher beim Erwiarmen der Flissig- 
keit auf etwa 60° wieder in Lésung geht. Die Reaktion be- 
steht in der Bildung eines Kondensationsproduktes von An- 
hydrodiglucose oder von Anhydroisomaltose mit Resorcin der 
folgenden Gleichung gemiB: 


2C,H,.06, + C,H,(OH), na CigH 2010 +4H,0 ’ 


wie aus der empirischen Zusammensetzung des Kondensations- 
produktes folgt. Das letztere, welches an anderer Stelle naher 
beschrieben werden soll, ist wahrscheinlich identisch mit der 
in Alkohol léslichen, durch Salzsiure in der Warme zum Teil 
spaltbaren Verbindung, welche E. Fischer und W.Jennings') 
bei der EKinwirkung von gasférmiger Salzsiure auf eine waBrige 
Lésung von 2 Mol. Resorcin + 1 Mol. Glucose in der Kalte 
erhielten, mit einem Gehalte von 54,28°/, Kohlenstoff und 


6,1°/, Wasserstoff. Fir die Verbindung C,,H,,0,, berechnet — 





1) Schenk, Pfltigers Arch. Bd. 47, S. 621 (1890). 

*) L. Asher, Zbl. f. Physiol. Bd. 19 S. 449 (1905). 

*) Michaelis u. Rona, Biochem. Zs, Bd. 14, 8. 202 (1908). 

‘) P. Meyer, Biochem. Zs. Bd. 1, 8. 105 (1906). 

5) E. Fischer u. W. Jennings, Chem. Ber. Bd. 27, S. 1855 (1894). 
Dieses Kondensationsprodukt wird von den Autoren, auch ohne Angabe 
der empirischen Formel, nicht niher beschrieben. 
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sich in vélliger Ubereinstimmung mit den letzteren analytischen 
Angaben 54,27°/, C und 6,03°/, H. Das Anhydrodiglucose- 
resorcin, wie ich diese Verbindung nennen méchte, ist leicht 
in Athyl- und Amylalkohol und Epichlorhydrin und schwer 
in heiBem Wasser léslich. Ich erteile ihm die folgende 
praliminare Konstitutionsformel: 


, C—OH 
ee Cr SCH 


- a obo 
CH~ da H 


—_ 


°\ OH-08 She on—CH \ 
é  >9 = CygH,.0,, . 


Da die Intensitat der Gelbfairbung der nach obigem 
Prinzip dargestellten Anhydrodiglucoseresorcinlésungen bei 
konstantem Gehalt an Resorcin, Salzsiure und Wasser und 
wechselndem an Glucose, bei Temperaturen iiber 60°, sich als 
eine geradlinige Funktion des Glucosegehaltes erwies, so lag es 
nahe, diese Kondensationsreaktion zur colorimetrischen Blut- 
zuckerbestimmung zu verwenden und zwar in der Gestalt einer 
Mikromethode, da sie den Nachweis von noch ?/,,, mg Glucose 
gestattet. Zu diesem Zwecke wird aus 0,1 ccm des zu unter- 
suchenden Blutes ein alkoholischer Extrakt dargestellt, wobei 
Dextrin und Glykogen ungelést bleiben; auch die gepaarten 
Glucuronsauren sind groBtenteils in Alkohol—Ather unléslich.*) 
Nach Verjagen des Alkohols werden zum Residuum 2 ccm 
einer 1°/, igen waBrigen Resorcinlésung + 4 ccm 25 °/, iger 
Salzsiure hinzugesetzt, die Fliissigkeit 1 Stunde im siedenden 
Wassserbade erhitzt und nach Filtration die gefirbte Fliissig- 
keit mit einer in der gleichen Weise behandelten 0,5°/, igen 





1) Neubauer-Huppert, Analyse des Harns Bd. 2, S. 1505 (1918), 
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Glucoselésung colorimetrisch verglichen. Der Einwirkung von 
Resorcin und Salzsiure sind von mir folgende Kohlenhydrate 
und Acidosekérper in der obigen Weise unterworfen worden: 
Fructose, Galaktose, Saccharose, Rhamnose, Xylose, Arabinose, 
Maltose, Glykogen und Dextrin, Acetessigsiure, Aceton, Milch- 
siure und Glycerin. In einer Eprouvette warde zu 0,1 ccm 
einer 1°/, igen w&Brigen Loésung der obigen Kérper 2 ccm 
1°/,iger waBriger Resorcinlésung und 4ccem 25°/, iger chemisch 
reiner Salzsiure hinzugefiigt, und die Fliissigkeiten in sieden- 
dem Wasserbade wahrend 1 Stunde erhitzt. Simtliche Kohlen- 
hydrate bilden unter diesen Bedingungen Kondensationsprodukte 
mit Resorcin, wobei die Reaktionsfliissigkeiten sich verschieden 
farben, bei manchen von ihnen unter Bildung gefirbter Boden- 
kérper. Die Fructoselésung farbt sich zunichst, der Seli- 
wanowschen Reaktion geméB, schon nach 10—15 Minuten 
rot, unter Abscheidung eines roten Niederschlages, und, nach 
1 Stunde Erwirmens, ist die Lésung iiber dem Bodenkérper 
intensiv gelb gefirbt, identisch vollzieht sich die Reaktion mit 
Saccharose. Bei Glucose, Dextrin, Glykogen und Rhamnose 
werden die erzielten Lésungen gefarbt ohne Bodenkérperbildung 
bei der Hitze des Wasserbades, und ohne vorherige Rotfirbung 
wie bei der Fructose. Im alkoholischen Blutextrakt ist aber 
kein Dextrin und Glykogen vorhanden und Rhamnose ist nur 
ein Pflanzenprodukt. Die Farbungen der Reaktionsfliissigkeiten 
der itibrigen, oben erwaihnten Kohlenhydrate sind wesentlich 
verschieden von der der Glucose. Beim Abkiihlen der heiBen 
Anhydrodiglucoseresorcinlésung unter 60° beginnt sie zu opali- 
sieren und nach langerem Stehen bei gewéhnlicher Temperatur 
bildet sich ein Bodenkérper des Kondensationsproduktes. Die 
Acidosekérper, Milchsiure und Glycerin verursachen tiberhaupt 
keine Farbung. 

Bei den von mir untersuchten Diabetiker-Blutproben habe 
ich in dem alkoholischen Extrakte niemals die Seliwanow- 
sche Fructosereaktion beobachtet. Es sei hier bemerkt, daB, 
wie schon bekannt ist, Fructose bis zu 60°/,, Saccharose 
gréBtenteils und Lactose teilweise im Tierkérper als Trauben- 
zucker ausgeschieden werden. 
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Beschreibung der Methode. 


Erforderliche Reagenzien und Apparatur: 

1. 0,5°/, wiBrige Lésung von chemisch reinem Trauben- 
zucker, vorher im Vakuumexsiccator tiber Chlorcalcium einige 
Tage bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Liésung ist 
im Dunkeln in verkorkter Flasche 3 Wochen haltbar. 

2. 1°/, waBrige Lésung von chemisch reinem Resorcin, in 
dunkler Flasche aufzubewahren. 

3. 25°/, chemisch reine Salzsiure. 

4. 95—96°/, rektifiz. fuselélfreier Athylalkohol. 

5. J. Bangsche Léschpapierblatichen fiir die Fettbestim- 
mung, welche mit Alkohol extrahiert worden sind, sind kauflich 
za haben. 

6. Filter von 44 mm Durchmesser und drei entsprechende 
kleine Trichter. 

7. Gewohnliche Reagenzgliser von 15 mm Weite und 
solche von gleicher Weite und 25 cm Linge mit AusguB, welche 
man sich selber herstellt. 

8. Ein Wasserbad mit Hinsatzgestell fiir Reagenzgliser. 

9. Ein Colorimeter, das von mir nach dem Prinzip des 
Sahlischen Himoglobinometers konstruiert worden ist und 
von dem hiesigen Mechaniker Mirakow’) angefertigt wird. 

10. Die Abbildungen des Wasserbades und des Colori- 
meters sind dieser Abhandlung beigegeben. 

11. Pipetten von 1, 2, 4 und 5 ccm. 

Die iiblichen Colorimeter sind zu dieser Blutzucker- 
bestimmung nicht verwendbar, da das Colorimetrieren einer 
noch heifen (iiber 60°) Lésung geschehen mu8. Beim Hantieren 
mit ihnen kiihlt sich die Fliissigkeit ab, wird opalisierend und 
die Bestimmung wird ungenau, wie ich die Erfahrung mit dem 
Dubosqueschen Colorimeter gemacht habe. 

Zur Entnahme des Blutes aus der mit Alkohol und Ather 
gereinigten Fingerbeere verwendet man eine Capillarpipette, 
welche 2 Teilstriche tragt, die 0,05 und 0,1 ccm angeben. Behufs 
genauer Abmessung des Blutes, welche besondere Vorsicht er- 


1) Odessa (RuBland), Preobraschenskaja 28. - 
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fordert, wird die Pipette von einem schlaffen etwa 20 cm langen 
Gummischlauch versehen, der am Ende ein Glasréhrchen trigt. 
Letzteres hilt man im Munde um das Blut aufzusaugen 
und nachher wieder durch Ausblasen zu entfernen. 
Man saugt das Blut etwas iiber den Teilstrich 0,1 hinauf 
und driickt das Gummirohr mit dem Finger zu, am besten in 
der Nahe der MeBpipette. Indem man letztere von dem Finger 
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A Colorimeter mit Milchglaswand (wie das Haimoglobinometer von Sahli) mit 3 Colori- 
meterréhren, die in */;,ccem geteilt sind (von 6—2U ccm). 

B Celorimeterrohr. 

C Capillarpipette mit Gummischlauch. 

D Wasserbad mit Einsatzgestell fir Reagenzgliser. 


entfernt, halt man, um das AusflieBen von Blut aus der Pipette 
zu verhindern, dieselbe méglichst horizontal und trocknet die 
Spitze mit einem Tuche (nicht mit Filtrierpapier). Wenn nun 
das Niveau der Biutsiule noch iiber dem Teilstrich steht, d. h. 
wenn noch zu viel Blut in der Pipette sich befindet, so muB 
das UbermaB entfernt werden. Man erzielt das, indem man, 
die Pipette immer horizontal haltend, die Spitze entweder ein 
oder mehrere Male gegen ein Tuch (nicht gegen Filtrierpapier) 
tupft. Es empfiehlt sich den Stand der Blutsiule in der hori- 
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zontal gehaltenen Pipette so zu beurteilen, daB man ein Stick 
auf. den Tisch liegendes Filtrierpapier als Hinterlage wiahlt. 
Wenn man in der so beschriebenen Weise yerfahrt, so geht 
die genaue Abmessung rasch vor sich. Versiumt man eine 
der genannten Vorsichtsmabregeln, so wird die Manipulation 
langwierig und unsicher. Die so abgemessene Blutmenge blast 
man direkt langsam auf ein J. Bangsches Léschpapierblattchen, 
welches mit einer Pinzette eingeklemmt auf dem Tische liegt 
und ohne die Pipette nachzuspilen. Sind andere J. Bang- 
sche Lischpapierblittchen zur Hand, als die welche zur Fett- 
bestimmung dienen, so miissen sie einige Stunden mit 95°, 
Alkohol ausgekocht werden, behufs Entfernung von in Alkohol 
' jéslichen komplexen Kohlenhydraten, und sodann auf reinem 
Léschpapier getrocknet werden. Man verteilt das Blut auf 
dem Blattchen so, daB es nicht mehr als */, des letzteren 
impragniert, da sonst die Diffusion der Glucose erschwert 
wird. Nun schiebt man das Blutblittchen auf den Boden 
eines 14 mm weiten Reagenzglases und iibergieBt es mit 
5 ccm (mit der Pipette genau gemessen) 95—96° rekti- 
fizierten Alkohols, welcher das Blattchen iiberragen muB. 
Ein zweites leeres Ldéschpapierblattchen von der gleichen 
Dimension wie das vorige bringt man auf den Boden eines 
zweiten Reagenzglases und iibergieBt es ebenfalls mit 5 ccm Al- 
kohol. 

Da das Léschpapier, bei noch so sorgfaltiger vorheriger 
Alkoholextraktion, bei weiterer Digerierung mit dem letzteren, 
ihm noch komplexe Kohlenhydrate abgibt und durch den Al- 
kohol etwas zerfasert wird, was bei der nachfolgenden Be- 
arbeitung des Alkoholextraktes mit Salzsiure eine Vermehrung 
des Zuckers durch Hydrolyse zur Folge hat, so dient deshalb 
der alkoholische Extrakt des leeren Blattchens dazu, um das 
von dem Papier herriihrende Plus an Zucker zu ermitteln 
und durch entsprechenden Abzug in Rechnung zu bringen. 
Die J. Bangschen Léschpapierblattchen differieren voneinander 
im Gewichte von 1—3 mg und diese Differenz tibt, wie aus 
den Beleganalysen zu ersehen ist, keinen nennenswerten Fehler 
auf die Zuckerbestimmung aus. 
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Nach Verlauf von 10 Minuten wird der Inhalt des ersten 
Reagenzglases mit dem Blutpapierblattchen kurz zum Sieden 
erhitzt um die Glykolyse vollstindig auszuschlieBen, denn das 
Erhitzen des Blutes schon auf 58°) verhindert wie bekannt 
die Glykolyse vollstandig. Nun l4Bt man die Flissigkeiten 
2 Stunden stehen, wahrend welcher Zeit die Diffusion der 
Glucose in den Alkohol vollendet ist. 


Das mit Blut imprignierte Lischpapierblattchen kann im 
Alkohol beliebig lange verweilen, ohne an Glucose einzubiiBen, 
selbstverstindlich muB auch das leere —— 
genau ebenso lange im Alkohol liegen: 


Samtliche Eprouvetten miissen griindlich vorher mit Kalium- 
bichromat + H,SO, gereinigt werden und mit destilliertem 
Wasser riabhgeapiilt werden, so daB keine Tropfen an ihrer 
Wandung hangen bleiben. 


Die erhaltenen zwei Glucoselésungen gieBt man mdglichst 
quantitativ in zwei andere mit AusguB versehene Reagenz- 
gliser von 25cm Linge und 15mm Weite iiber und spiilt 
die ersten Reagenzgliser, in welchen die Léschpapierblittchen 
zurickbleiben mit 2 ccm Alkohol nach; nun wirft man in 
jedes mit AusguB versehene Reagenzglas ein Stiickchen Glas 
hinein, um einem Siedeverzug vorzubeugen und dampft die 
alkoholischen Extrakte im Wasserbade bis zur villigen 
Verjagung des Alkohols ein. Man fiigt sodann zu den 
Residuen je 2 ccm 1°/,ige Resorcinlésung und 4 ccm 25°/,ige 
(nicht hdéherer Konzentration) Salzsiure hinzu (in jedes 
Reagensglas). 

In ein drittes Reagenzglas mit AusguS bringt man auf 
die Wandung unweit des Ausgusses mit der Capillarpipette, 
genau wie das Blut abgemessen, und ohne die Pipette 
nachzuspitilen, 0,1 ccm der 0,5°/, ige Glucosetestlésung, und 
spiilt den an der Wandung des Reagenzglases noch haftenden 
Glucosetropfen mit 2 ccm 1°/,iger Resorcinlésung + 4 ccm 
25°/,iger Salzsiure herunter. Die 3 Reagenzglaser, welche 





1) Lépine, a. a. QO. und Semaine médicale 21. Jnui 1911. 
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man sich mit B, P und T notiert, enthaltend: B) die Blut- 
papierzuckerlésung, P) die Papierzuckerlésung und T) die 
Glucosetestlésung, werden tiichtig umgeschiittelt und in ein 
vorher zum Sieden erhitztes, mit destilliertem Wasser be- 
schicktes Wasserbad gebracht, Nach Verlauf von */, Stunden, 
ohne das Sieden zu unterbrechen, filtriert man die gelb ge- 
farbten heiBen Flissigkeiten,-auBer der Testlésung, durch kleine, 
44 mm im Durchmesser, mit heiBem, destilliertem Wasser ge- 
trinkte Filter in die zwei in */,, com geteilte Colorimeter- 
rohren, welche man vorher in das siedende Wasserbad hinein- 
gestellt hat, die Ausgtisse der langen Reagenzgliser werden 
vor der Filtration mit einer Spur Vaselin eingefettet. Man 
spilt zuletzt die Reagenzglaser mit 1 ccm heiBen destillierten 
Wassers nach und bringt das Waschwasser ebenfalls auf die 
Filter. Die Glucosetestlésung gieBt man heiB, ohne zu filtrieren, 
in das, in dem siedenden Wasserbade sich befindende, dritte 
Colorimeterrohr tiber. Nun bringt man die 3 Lésungen mit 
heiBem Wasser, das man in einem Erlenmeyerkolben zum 
Sieden erhitzt hat, mittels einer mit einem Gummiballon ver- 
sehenen Pipette auf ein gleiches Volumen z. B. auf 7 ccm, 
schiittelt vorsichtig um, durch Umkehrung der Réhren, und 
zwar so, daB keine Luftblaschen in der Fliissigkeit auftreten, 
und schreitet sodann zur Colometrie. 

Man holt die Réhren aus dem Wasserbade heraus, und 
vergleicht zunichst die Blutpapierzuckerlésuag mit der Test- 
lésung auf einer Unterlage von weibem Papier und in zer- 
streutem Tageslicht. Ist die Testlésung intensiver gefirbt, so 
verdiinnt man sie tropfenweise mit heiBem Wasser bis zur 
Farbengleichheit, indem man nach jedem Wasserzusatz die 
Rohre verkorkt und leicht ohne zu schiitteln umkehrt, da sich 
im Gegenfalle in der Fliissigkeit Luftblischen neat welche 
die Colorimetrie erschweren. 

Zuletzt bringt man die auf Farbengleichheit gebrachten 
Réhren in das Colorimeter und fiigt, wenn noch ndtig, einige 
Tropfen Wasser hinzu, zur endgiiltigen Farbengleichheits- 
einstellung. Hat man in dieser Weise den Glucosegehalt der 
Blutpapierzuckerlésung ermittelt, so bringt man die letztere 
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sowie die Papierzuckerlésung zuriick auf 2 Minuten in das 
siedende Wasserbad, und vergleicht sodann in beschriebener 
Weise ihre Farbungen miteinander. 


Beispiel: Angenommen, es sei der Volumstand der 0,5°/, igen 
Glucosetestlésung gleich 8,90 ccm, und der Volumstand der 
Blutzuckerpapierlésung = 8 ccm, dann berechnet sich der Gehalt 
der letzteren an Glucose in Prozenten aus folgendem Ansatz: 


89:8 =0,5:2 
z = 0,45°/, Glucose. 


Um nun den Glucosegehalt des Blutes selbst zu ermitteln, 
hat man von der letzteren Prozentzahl (0,45) diejenige Prozent- 
menge von Glucose abzuziehen, welche vom Léschpapier her- 
riihrt, und welche sich aus dem colorimetrischen Vergleich 
der Papierzuckerlésung mit der Blutpapierzuckerlésung ergibt. 
Es sei der Volumstand der letzteren = 16 com und der der 
ersteren = 8 ccm, so folgt: 


16:8 = 0,45:2 


z = 0,25°/, Glucose aus dem Papier stammend, und aus der 
Differenz 0,45 — 0,25 = 0,2°/, ergibt sich der Glucosegehalt 
des Blutes. 


Hat man eine Serie von Blutzuckerbestimmungen aus- 
zufihren, so empfiehlt es sich, da die erste Bestimmung 
ungefahr 11/, Stunde dauert, die Darstellung des Blutextraktes 
ausgenommen, die entsprechenden 3 Lésungen jeder folgenden 
Bestimmung in Intervalen von 15 Minuten in das siedende Wasser- 
bad zu bringen oder jedoch simtliche entsprechende Lésungen 
zu gleicher Zeit in das Wasserbad zu bringen und nach 
einer Stunde simtliche Lésungen bis auf drei, zu einer Be- 
stimmung angehérige, herauszunehmen. Nach Vollendung 
der ersten Bestimmung werden die entsprechenden Lésungen 
der zweiten Bestimmung, die sich unterdessen abgekihlt 
haben, im Wasserbad 2 Minuten erwirmt (iiber 60°) und sodann 
colorimetriert usw. Bei einiger Ubung dauern 12 Analysen 
etwa 4 Stunden. 
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UWher eine neue einfache colorimetrische Mikromethode usw. 29 


Priifung der Brauchbarkeit der Methode. 
Zur Priifung der Zuverlissigkeit der Methode habe ich 


1. In Glucoselésungen von bestimmter Konzentration den - 
Glucosegehalt colorimetrisch ermittelt und dabei im Mittel 
Fehler —0,006°/, und in Prozenten 2,8 beobachtet. 


2. Blutproben derselben Provenienz unter gleichen Be- 
dingungen entnommen, untersucht und Differenzen erst in der 
dritten Dezimale des Prozentgehaltes, manchmal allerdings 
auch Unterschiede bis 0,02°/, beobachtet. 


3. Um die Qualitat der Methode weiter zu erproben, habe 
ich Blut mit bekannten Traubenzuckermengen versetzt und die 
letzteren sodann colorimetrisch bestimmt, als Mittel ergab sich 
dabei eine Differenz = der zugesetzten Traubenzuckermenge 
0,238°/,, wahrend der Sollwert = 0,240°/, war, d. h. ein Fehler 
in der Analyse von 0,002°/,. Nachdem ich mich in dieser Weise 
von der Prazision dieses Verfahren iiberzeugt hatte, habe ich 
bei gesunden Menschen niichtern und nach Friihstiick oder 
Mittagmahl den Blutzucker bestimmt um die physiologische 
Norm zu ermitteln und fand dabei, im Gegensatz zu dem 
herrschenden Dogma, welches auf den Reduktions- 
methoden basiert, die tiberraschende Tatsache, dab 
im niichternen Zustande 45°/, der untersuchten Blut- 
proben (im ganzen wurden 19 Bestimmungen ausgefiihrt) 
glucosefrei waren, oder daB Glucose in ihnen nur in 
Spuren vorhanden war, 

Der Blutzucker kann also auch normal im niichternen 
Zustande fehlen, was vermutlich von der Art, Quantitat und 
Assimilationsintensitat der aufgenommenen kohlenhydrathaltigen 
Nahrung abhaingt. Dieser mein Befund steht im Einklang mit 
den Ergebnissen der alten berihmten Untersuchung von Tiede- 
mann und Gmelin’), daB der Zucker im Blute in der Norm 
vorkommen kann. Zum Nachweis des Zuckers benutzten 
diese Forscher die Garungsprobe des alkoholischen Blutextraktes 





) Tiedemann u. Gmelin, Die Verdauung nach Versuchen, Heidel- 
berg 1881. 
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und steht im Widerspruch mit den Ergebnissen von Chauveau}), 
welcher sich der Barreswillschen Lésung zu der Zucker- 
bestimmung bediente, da der Traubenzucker ein von der Art 
der Nahrung vollig unabhingiger Bestandteil des Blutes ist. 
Es folgt des ferneren, daB das Syndrom der Hypoglykimie 
nicht durch das Sinken des Blutzuckerspiegels unter einer 
gewissen Norm verursacht wird, sondern es ist auf die Wirkung 
eines Giftes zuriickzufiihren, welches sich im Blute durch Hin- 
wirkung von Insulin anhauft und welches durch Glucose oder seine 
Spaltungsprodukte abgefangen und unschidlich gemacht wird. 


In den nach den Mahlzeiten untersuchten Blutproben fand 
ich im Mittel aus 12 Bestimmungen 0,118°/, Glucose mit 
Elevationen von 0,055—0,188°/,. 


Bei 2 Arzten konstatierte ich ganz enorme Hyperglykamie: 
0,188°/, niichtern und 0,55—0,565°/, Blutzucker nach dem 
Frihstiick ohne Glucosurie. 


Auch umgekehrt wurde in einem Fall von Diabetes syphi- 


litischen Ursprungs 0,076°/, Blutzucker bei 5,2°/, Zucker im 
Harn ermittelt. 


Des weiteren wurde bei einer Anzahl von Diabetikern 
der Blut- und Harnzucker bestimmt, wobei sich ergab, dai 
Glucosurie und Hyperglykimie keineswegs, wie das schon 
bekannt ist, parallel gehen, daB aber im allgemeinen einer 
stirkeren Glucosurie auch eine stirkere Hyperglykiamie zu 
' entsprechen scheint. Zu gleicher Zeit wurde bei zwei Diabetikern 
die Abnahme des Blutzuckers unter dem EinfluB der Insulin- 
therapie und entsprechender Diadt verfolgt. Zum Vergleich 
wurde des weiteren bei gesunden Personen nach dem Frih- 
stiick und bei Diabetikeren der Blutzucker von mir colori- 
metrisch und von Herrn Dr. Sribner, Assistenten des physio- 
logischen Laboratoriums der hiesigen medizinischen Hochschule, 
dem ich auch an dieser Stelle meinen Dank ausspreche, nach 
der Mikromethode von J. Bang bestimmt. Es ergab sich 
dabei, daB in den Diabetesblutproben die Reduktionsmethode, 





*) Chauveau, C. R. Bd. 42, S. 1008 (1856). 
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Uber eine neue einfache colorimetrische Mikromethode usw. 31 


entsprechend den Befunden Ottos’), ganz gewaltige Mengen 
reduzierender Substanzen mitbestimmt: 


Colorimetrisch . . . 0,26°/, Blutzucker 
Nach J.Bang . . . —0,66°%/, 3 
Colorimetrisch . . . O280%, + 
Nach J. Bang . . . —0,64%, si 


Diese zur Mitbestimmung gelangenden Substanzen sind 
wahrscheinlich in Alkohol unlésliche Polysaccharide, denn sonst 
wiren sie nach erfolgter Siurehydrolyse, welche ja eine 
integrierende Operation meiner Zuckerbestimmungsmethode 
ausmacht, colorimetrisch als Glucose bestimmt worden. 

Im normalen Blute dagegen lagen die Differenzen der 
nach meiner und nach der J. Bangschen Methode ermittelten 
Blutzuckerwerte innerhalb der Fehlergrenzen beider: 


0,116°/, Blutzucker colorimetrisch und 0,12°/, nach J. Bang 
0,14°/, ” ” 9 0,16% 5 ” 


Diese letzteren Befunde dem normalen Blute gegeniiber 
deuten darauf hin, daB der in Wasser (oder Salzlésung) und 
in Alkohol aus dem Blute, nach Koagulation des EiweiBes, 
diffundierende Zucker entweder und was am wahrscheinlichsten 
ist im Blute priformiert vorhanden ist, wie das aus den 
Diffusionsversuchen von Schenk, L. Asher, Michaelis und 
Rona folgt?), oder héchstens noch vielleicht als eine leicht durch 
Alkohol und Wasser spaltbare Lecithinverbindung darin kreist. 
Das von mir oben erwadhnte in der Literatur geiuBerte Be- 
denken, daB der gebundene Zucker im Blute ,,die quantitative 
Bestimmung in einer zur Zeit nicht zu iibersehenden Weise 
beeinfluBt* ist unbegriindet, da das alkoholische Diffusat nach 
der Hydrolyse und das wiBrige oder das Salzlésungdiffusat ohne 
dieselbe die gleichen Blutzuckerwerte liefern, wenn normales 
Blut vorliegt. 

Ks sei zum Schlu8 hier darauf hingewiesen, daB ich bei 
simtlichen yon mir aneneen Blutzuckerbestimmungen 





1) a. a. 0, Otto fand, daB die Restreduktion bei Hyperglykimie 
stirker als der Zucker selbst anton 


*) a, a. O. 
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konstatierte, daB die Blutzuckerlésungen viel rascher sich gelb 
farbten, d. h. in Reaktion mit Resorcin traten als die ent- 
sprechenden Testlésungen des chemisch reinen Traubenzuckers, 
was auch L. Wacker?) bei Anwendung seiner colorimetrischen 
Methode, betreffend die Rotfirbung mit Phenylhydrazinsulfo- 
siure, beobachtete. Dieses Verhalten des Blutzuckers deutet 
darauf hin, daB er mit dem gewébnlichen Traubenzucker nicht 
identisch ist und eine reaktive Glucoseform vorstellt, wie das 
auch aus anderen hier nicht naher zu erdérternden Kigen- 
schaften des Blutzuckers folgt. *) 


Analytische Belege. 


Herstellung von chemisch reiner Glucose fiir die von 
mir verwendeten Testlésungen. 


Kauflicher Traubenzucker wurde in ihrem halben Gewicht 
Wasser gelést, die Fliissigkeit mit 2 Volumen Alkohol von 
95°/, versetzt, einige Zeit mit reiner Knochenkohle digeriert, 
durch ein Warmwassertrichter filtriert, etwas Anhydrid ein- 
geriihrt, das Krystallpulver mit Alkohol und Ather gewaschen 
und an der Luft getrocknet. 

5 g des so erhaltenen Priparats hinterlieBen beim Ver- 
brennen keinen Riickstand, die Reaktionen auf Schwefelsiure, 
Salzsiure und Rohrzucker waren negativ. 1g der Glucose 
léste sich ohne Riickstand in 20 ccm siedendem Alkohol von 
90°/, und die waBrige Lésung (1:10) farbte sich auf Zusatz 
von stark verdiinnter Jodlésung nicht rétlich, also Abwesenheit 
von Dextrin. Das Praparat wurde im Vakuumexiccator iiber 
Chlorcalcium bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und sodann 
zur polarimetrischen Priifung verwendet. 

Abgewogen 1,4g Glucoseanhydrid, in etwa 18 ccm Wasser 
gelést, Liésung 2 Stunden im Wasserbad zur Beseitigung der 
Mutarotation erhitzt und abgekiihlt. 





1) L. Wacker, Diese Zs. Bd. 67, S. 197 (1910). 

2) Eine treffliche Ubersicht der hierher gehdrigen Literatur. Siehe 
bei F. Laquer, Das physiologische Verhalten der verschiedenen Trauben- 
gucker, Klin. Wochenschr. Bd. 18, S. 604 (1925), 
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Uber eine neue einfache colorimetrische Mikromethode usw. 33 


Gewicht der Lisung 20g, Dichte der Liésung mit dem 
Pyknometer bestimmt. — D = 1,0267. 
a, im 2-dm-Rohr gefunden: 
7,57° 756° 7,56° 756° @58*. 
Mittel = 7,56, [ap = 52,61. 
Nach der Formel von Tollens’) berechnet sich 
[a], = 52,65. 


Das Glucoseanhydrid erwies sich also als chemisch rein. 


Herstellung der Resorcinlésung. 


Kine 1°/,ige waBrige Lésung wurde von chemisch reinem 
Resorcin hergestellt: 1 g des Praparats verfliichtigte sich beim 
Erhitzen, ohne einen wagbaren Riickstand zu hinterlassen, léste 
sich klar auf, und die Lésung gab beim Erwirmen keinen 
Phenolgeruch (Abwesenheit von Diresorcin und Phenol); 1 g 
in 10 ccm Alkohol gelést farbte sich nach Zusatz eines Tropfens 
Lackmoidlésung weinrot, und nach folgendem Zusatz eines 
Tropfens n/10-Kalilauge blau (Abwesenheit freier Saéuren z. B. 
Salicylsaure), 


Colorimetrische Bestimmung von Glucose in reinen 
waBrigen Lésungen. 


Aus der obigen chemisch reinen Glucose wurde zunichst 
eine 1°/,ige Lésung hergestellt und aus der letzteren sodann 
durch entsprechende Verdiinnung Liésungen von folgender 
minderer Konzentration bereitet: 0,5°/,, 0,25°/,, 0,125°/,, 
0,0625°/, und 0,03125°/,. Von jeder dieser Lésungen wurde 
0,1 com in ein Reagenzglas gebracht und 2 ccm der 1°/,igen 
Resorcinlésung + 4 ccm 25°/,ige Salzsiure zugesetzt, in ein 
siedendes Wasserbad auf 1 Stunde gebracht, die somit erzielten 
gefarbten Lisungen in die Colorimeterréhren umgegossen, unter 
Nachspiilung der Reagenzgliser je mit 1 ccm heiBen Wassers, 





1) Tollens, Chem. Ber. Bd. 17, §. 2288 (1884) und Handb. der 
Kohlenhydr. S. 44. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CL. 8 
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genau auf 7 ccm bei der Temperatur des Wasserbades auf- 
gefiillt und miteinander colorimetrisch verglichen und zwar so, 
daB eine jede vorhergehende konzentriertere Liésung als Test- 
lésung fiir die nachfolgende — niederer Konzentration diente. 
Die erhaltenen Resultate sind in der folgenden Tab. IL wieder- 
































gegeben. 
Tabelle I. 
v. Pea ge | Differenz Differenz 
in °/, absolut | in °/, 

Vol.-Stand der kame: I -f a = 14¢cm 

oe ae » UO — (05% = 7,2cem 4 .0,514. §.0,014 -+2,8 

- 4 a. a ~ {0 iy A = 14eem 

: ea — 10,25°/, = 7,25eem] 0,259 | 0,009 +36 

” ” ” 0 25 "he =14¢ecm 

” ” ” 0,125°/, = %1,2.cem 0,128 0,003 +. 2,3 

”? ”? ”? a 125 of =14cem 

” a 99 : — (0,0625°/, = 7,3 cem 0,0651 | 0,0026 +4,1 

” 9 ~ oo Fe ,0625°/, = 14eem 

‘, » y VI = (0,08125°%/,= 7,1 cem | 0,0317 | 0,00045 | +1,4 


Mittlerer absoluter Fehler 0,00581°/,, Mittlere Differenz in of, 2,8. 


Aus dieser Tabelle folgt, daB die Beziehungen zwischen 
der Intensitat der Farbung der Anhydrodiglucoseresorcinlésungen, 
ausgedriickt durch ihren Volumenstand in den Colorimeter- 
réhren, und ihrem Gehalte an Glucose eine gerade Linie darstellt. 


Versuche am Blut. 


In defibriniertem Hiihnerblut wurde der Gehalt an Glucose 
durch 5 Analysen ermittelt. Hiernach sind 48 mg Glucose in 
einem 20 ccm MeBkolben abgewogen und mit demselben Blute 
auf 20 ccm eingestellt. Nach Auflésung und guter Mischung 
wurden wieder 5 Analysen ausgefithrt. Die Aufsaugung samt- 
licher Blutproben mit den J. Bangschen Blattchen geschah 
Die Resultate sind in der Tab. IT 


rasch hintereinander. 


wiedergegeben. 
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Blutzuckerbestimmungen bei niichternen Per- 
sonen. Das Blut wurde aus der Armvene ent- 




















nommen: 
Tabelle V. 
Nr. | Name | Stand Glucose in | Bemerkungen 
Vol.-°/, 

1 No. Studierender 0,116 — 

2 Ar. Arbeiter 0,096 _ 

8 Gr. ; 0,086 — 

4 K - 0 oder in Spuren 

5 Na. ” 0 eo ” 

6 . ” 0 S0:28 ” 

1 W. v 0,058 dep 

* M. is 0,14 si 

9 | Rap Arzt 0,18 “ 
10 Golog. re 0,18 _ 
11 Gl. Studierender 0 oder in Spuren 
12 St. Hausfrau 0 ee ‘ 
13 Se. Arbeiter 0 pre ra 
14 Me. Studierender 0,071 — 
15 Ss Hausfrau 0 oder in Spuren 
16 A. Studierender 0 oe Se 
17 D. Arbeiter 0,074 — 
18 0 i 0,088 on 
19 R. Hausfrau 0,02 ie 
20 Gor. Studierender 0 oder in Spuren 














Aus der Tabelle folgt, daB 45°/, der untersuchten niich- 
ternen Blutproben glucosefrei waren, oder jedoch enthielten sie 
in Spuren: Das Mittel der 11 positiven Fille = 0,095°,. 
SchlieBt man jedoch die Fille Nr. 9 und 10 aus als anomale, 
da die betreffenden Personen, wie aus der folgenden Tabelle 
Nr. 82 und 33 zu ersehen ist, ganz enorme Hyperglykimie 
nach gewdhnlichem Frihstiick aufweisen, obgleich ohne 
Glucosurie, sc ergibt sich als Mittel aus 9 Analysen 
0,077 °/,. 
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Blutzuckerbestimmungen nach gewéhnlichem Frib- 
Das Blut wurde aus der 
Fingerbveere entnommen: 


stiick und Mittagsmahl. 

















Tabelle VI. 
Nr. | Name | Stand Glucose in Bemerkungen 
Vol.-°/, 
21 af Studierender — 0,067 Nach Friihstiick 
22 G. Hausfrau 0,12 " md 
28 W. Arztin 0,055 » Mittagmahl 
24 a, Sanitirin 0,188 ,  Frihstiick 
25 Gur. Arztin 0,185 ae ‘ 
26 Gl. Studierender 0,06 ;, Abendmahl 
27 Slaw. Arzt 0,13 »  Frihstiick 
28 St. Studierender 0,14 ee 9 
29 Goren. Arzt 0,155 Ae i 
30 K. Studierender 0,08 »  Mittagmahl 
31 G. Aratin 0,17 ,  Friihstiick 
32 | Golog. Arat 0,565 - re 
(ohne Glucosurie) 
38 | Rapop. . 0,550 Nach Frihstiick 
(ohne Glucosurie) 














Ausgenommen der zwei letzten Falle mit abnorm hoher 


Hyperglykimie, ergibt sich als Mittel aus 11 Bestimmungen 
0,118 °/,. 


Blut- und Harnzuckerbestimmungen bei Diabetikern. 














Tabelle VIL. 

Glucose in |Glucosei. Harn 
Mr, | Mame lait) 4 thane acladioantlels re 
34 K. 0,385 4 J, — 
85 K. 0,260 1,8 <s 
36 S. 0,226 1,8 
87 S. 0,280 2,0 _ 
38 8. 0,147 1,4 ~~ 
39 S. 0,344 8,2 Je 
40 S. 0,813 0;8 — 
Al 8. 0,250 1,0 
4ib} 8S. 0,140 1,4 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 




















Glucose in |Glucosei. Harn 

wey Meer foal 6) 5 Wintel alec a 

42 D. 0,206 3,5 — 

48 R. 0,185 3,10 ae 

44 R. 0,540 1,4 — 

45] RB. 0,320 7,4 — 

46 S. 0,107 0,4 — : 

47 G. 0,066 0 Nach Insulintherapie (im 
Harn noch Aceton vorh.) 

48 R. 0,479 7,0 

49 R. 0,207 8,4 — 

50] Gm. 0,16 0 Nach Insulin, im Harn 
noch Aceton vorhanden 

51 C. 0,479 2,8 a 

52] Gr. 0,235 5 — 

53 Gr. 0,140 0 N. Insulin i. Harn Aceton 

54 W.. 0,077 0 Leichter Diabetes, ver- 
schwand in einigen Tagen 
nach entsprechender Diat 








Aus der Tabelle folgt, da& zwischen Hyperglykamie und 
Glucosurie kein Parallelismus besteht, da8 aber einer héheren 
Hyperglykamie eine héhere Glucosurie zu entsprechen scheint. 
Aus dem Vergleich der Tabellen V, VI und VII folgt des 
ferneren, daB Zuckerwerte, welche bei Diabetikern als Hyper- 
glykimie zu bezeichnen sind, weil von Glucosurie begleitet, bei 
gesunden als physiologische Normalwerte auftreten kénnen. 


Diatetische Behandlung eines Diabetikers. 
Tabelle VIII. 




















Glucose i. Blute | Glucose i. Harn 
in Vol.-°/, polarimetrisch —e 
0,479 7%, Sofort nach Ankunft ins Krankenhaus 
0,320 1,4 Am nichsten Tage niichtern 
0,540 1,4 Nach Toleranzpriifung mit reichlicher 
Kohlenhydratnahrung 
0,207 3,4 Ausschli8 von Kohlenhydraten .. 
0,185 3,10 Als Nahrung Spinat 
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Die Zuckerwerte dieser Tabelle sind aus der vorigen 
Tabelle VII entnommen. 


Vergleichende Blutzuckerbestimmungen nach der 
colorimetrischen Methode und nach J. Bang 
bei Diabetikern. 


Tabelle IX. 
































« : 
3 =| A | ass & — oO & 
Aas o” 8 3 oS&log 
» s|Name]/ 28 s£/2° 2/25 Bemerkungen 
eo & S558) 8 34) 55 
i 3 Smakifs;|s 
a g S > m1 a S 
55 | K. 7 0,260 | 0,66 9%, | 1,8°%, _ 
56 | K. | 0,885 | 0,64 4,0 — 
57 | O. | 0,206 | 0,421 | 3,5 _ 
58 | N. | 0,810 | 0,650 | 4,0 _ 
59 | Se. 0,076 | 0,17 5,2 |Diabetes syphilit. Ursprungs, 
kohlenhydratfreie Nahrung 








Mit der J. Bangschen Methode werden also reduzierende 
Substanzen mitbestimmt, die auf Glucose berechnet, mehr als 
der wirkliche Gehalt der letzteren ausmachen kénnen. 


Vergleichende Blutzuckerbestimmungen bei gesunden 
Personen nach der colorimetrischen Methode und 
nach J. Bang. 














sot : Name Glucose in Vol.-°/, Glucose in °/, 
untersuchung colorimetrisch nach J. Bang 
60 L. 0,12 °%, 0,16 9%, 
61 S. 0,14 0,16 
62 K. 0,116 0,12 
63 P. 0,058 0,075 
64 G. 0,077 0,081 











Bei gesunden Personen liegen die Differenzen der nach 
beiden Methoden ermittelten Zuckerwerte innerhalb ihrer 
Fehblergrenze. 
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Blutzuckerbestimmungen bei Kaninchen. 


Das Blut wurde zur Untersuchung aus der Ohrvene ent- 
nommen. | 
Gef. I. 0,17°%, If. 0,188°/, III. 0,126 %, Glucose. 


Nach zahlreichen Versuchen anderer Forscher mit den Reduk- 
tionsmethoden 0,07—0,13 °/,. 


Blutzuckerbestimmungen bei Hihnern. 


Das Blut wurde im Schlachthause sofort nach Entnahme 
in Léschpapierblattchen aufgesaugt und mit Alkohol iibergossen. 
Gef. I. 0,082°/, If. 0,118°/, ILL. 0,115°/, Glucose. 


Saito und Katayama’) haben in 9 Versuchen polarimetrisch 
und titrimetrisch den Blutzuckergehalt des Huhns zu 0,20°/, 
(0,19—0,25) bestimmt, Cl. Bernard gab 0,14°/, an. 


Zuckerbestimmungen im Serum 
und in der korrespondierenden Erythrocytenliésung 
und Aufschwemmung des Schafblutes, 


2 ccm Schafblut wurden defibriniert, zentrifugiert, das 
Serum abgegossen, 4mal mit physiologischer Kochsalzlésung 
ausgewaschen und sodann auf 2 ccm aufgefillt. 0,1 ccm der 
so erhaltenen Erythrocytenaufschwemmung wurden mit einem 
Léschpapierblattchen aufgesaugt, mit Alkohol extrahiert und 
weiter wie bei Blut verfahren. 

Gef. I. =0 II. = 0 Glucose. 
Alkohol extrahiert also aus den Erythrocyten Glucose nicht. 

In einem anderen Versuche wurden, die wie vorher ge- 
waschenen Erythrocyten aus 2 ccm Blut, mit destilliertem 
Wasser, das bis auf 4 ccm aufgefillt wurde, zur Hamolyse 
gebracht, und 0,2 com der Flissigkeit = 0,1 com Blut zur 
Analyse verwendet. 


Volumenstand der 0,5 °/, Glucosetestlisung 12 cem) 12:6 = 0,5:” 


” ,», Blutzuckerpapierlésung 6 a = 0,25 °/, 
” ” ” 8,6 } 8,6 76 = 0,25 72 
i » Papierzuckerlésung 6 © = 0,157 %/, 


0,250 — 0,157 = 0,098 °/, 
1) Saito u. Katayama, Diese Zs. Bd. 32, S. 231 (1901). 
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In der Schafbluterythrocytenlésung sind also nach ihrer 
Haimolyse 0,093 °/, Glucose bestimmt worden, wihrend eine 
direkte Blutzuckerbestimmung 0,102°/, ergab. In der korre- 
spondierenden Erythrocytenlésung. und im Serum des Schaf- 
blutes sind also in einem Falle fast gleiche Blutzuckerwerte 
ermittelt worden. ; 

Da die Erythrocyten fiir Alkohol durchlassig sind*) und 
trotzdem Glucose aus ihnen durch Alkohol nicht extrahiert 
wird, was aber erst nach der Himolyse stattfindet, so ist daraus 
zu folgern, daB Glucose in den Erythrocyten nicht frei, sondern 
in Gestalt einer in Alkohol unléslichen aber in Wasser lés- 
lichen und auch spaltbaren Verbindung vorhanden ist. Nicht 
ausgeschlossen ist aber auch, daB das NaCl der physiologischen 
Lésung, welche zur Aufschwemmung der Erythrocyten diente, 
die Lésung dés Zuckers durch Alkohol verhindert, indem sich 
z. B. vielleicht die Verbindung 2(C,H,,0,).NaCl + 10H,O 
bildet, welche in absolutem Alkohol unléslich ist.’) 


Zusammenfassung der Resultate. 


1. Es wird eine neue einfache colorimetrische Mikro- 
methode zur quantitativen Bestimmung des Blutzuckers be- 
schrieben, welche andere reduzierende Bestandteile des Blutes 
ausschlieBt. Die Methode ist auch zur Zuckerbestimmung in 
anderen tierischen Fliissigkeiten verwendbar. 

2. Die Untersuchung des Blutes von gesunden niichternen 
Personen ergab, im Widerspruch zum herrschenden Dogma, 
daB 45°/, der Blutproben zuckerfrei waren, oder ihn nur 
vielleicht in Spuren enthielten. Dabei sind simtliche Kautelen 
zur AusschlieBung der Glykolyse genau innegehalten worden. 
Als Konsequenz dieses Befundes ‘ergibt sich, daB das Hypo- 
glykimiesyndrom nicht auf das Sinken des Blutzuckers unter 
einem bestimmten Werte beruht, sondern es ist. auf die Wir- 
kung einés Giftes zurtickzufiihren, welches sich im Blute, unter 





1)}Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre. Wies- 


baden 1902. 3 
*) Lippmann, Chemie-der- Zuckerarten--Bd. 1 8. 550 (1904). 
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der Einwirkung des Insulins, anhiuft, und welches Gift durch 
Glucose oder seine Spaltungsprodukte neutralisiert wird. 

8. Als Mittel aus 9 Bestimmungen von niichternen zucker- 
positiven Blutproben ergab sich 0,077 °/, Glucose und als 
Mittel aus 11 Bestimmungen nach Mahlzeiten 0,118 °/,. 

4, Blut- und Harnzuckerbestimmungen bei Diabetikern 
ergaben, daB zwischen Hyperglykimie und Glucosurie kein 
Parallelismus besteht, daB aber einer hiheren Hyperglykimie 
eine héhere Glucosurie zu entsprechen scheint. 

5. Bei vergleichenden Blutzuckerbestimmungen nach der 
colorimetrischen Methode und nach der Mikromethode von 
J. Bang bei Diabetikern und gesunden Personen ergab sich, 
daB im Diabetikerblut die J. Bangsche Methode reduzierende 
Substanzen mitbestimmt, die an Quantitit den wirklichen 
Zuckergehalt iibertreffen kénnen, im Blute gesunder Personen 
jedoch liegen die Differenzen der nach beiden Methoden er- 
mittelten Blutzuckerwerte innerhalb der Fehlergrenzen beider. 

6. Beim Huhn wurde als Mittel aus drei Untersuchungen 
der Blutzuckerwert zu 0,112°/, ermittelt, wahrend er der 
Literatur gema8 0,2°/, ausmacht. 

7. Alkohol extrahiert aus den Erythrocyten des Schaf- 
blutes keine Glucose, haimolysiert man jedoch zuniachst die 
Erythrocyten, so ergeben sich, colorimetrisch bestimmt, fast 
gleiche Zuckerwerte im Serum und in der korrespondierenden 
Erythrocytenlésung. 

8. Der Blutzucker ist mit dem gewohnlichen chemisch 
reinen Traubenzucker nicht identisch und reprisentiert eine 
reaktive Glucoseform. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Odessa, den 25. VIL 1925. 
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Chemische Befunde bei einem Fall von Porphyrinurie (Petry). 


Von 
Hans Fischer, Hans Hilmer, Fritz Lindner und Bruno Piitzer. 
Mit, 1 Tafel. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule in Minchen). 
(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1925.) 





Harn und Kot des Porphyrinpatienten Petry haben fast 
ausschlieBlich zu unseren Untersuchungen iiber Uro- und 
Koproporphyrin das Ausgangsmaterial geliefert. 

Der Patient kam am 21. Januar 1925 zum Exitus letalis, 
Herr Geheimrat Borst hat die Sektion vorgenommen und 
wird iiber diese und seine sonstigen Befunde ausfihrlich be- 
richten. Die anatomische Diagnose des Herrn Geheimrat 
Borst war folgende: 

»Porphyria congenita. Porphyrinfarbung des ganzen 
knéchernen Skeletts. Obliterierende Pericarditis und Pleuritis 
rechts. Umschriebene adhisive Pleuritis links. Lungenédem. 
Braune Atrophie des Herzmuskels. Herzhypertrophie und 
Dilatation beiderseits. Enorme Milzschwellung. Lymphdriisen- 
schwellung. Himosiderosis der Milz, Leber, Lymphdriisen, des 
Knochenmarks, des Pankreas und der Nieren. Andmische 
Milzinfarkte. Anasarka. Ascites. Hydrothorax links. Multiple 
Mutilationen.“ , 

Wir nahmen die chemische Untersuchung der Leiche vor 
und es stellte sich dabei heraus, da8 in den meisten Organen 

Porphyrine vorhanden waren, die zumeist eindeutig durch 
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Krystallisation, physikalische EHigenschaften und gelegentlich 
auch durch Elementaranalyse identifiziert werden konnten. Die 
Haut war mahagonibraun gefairbt, Porphyrin in ihr nach- 
zuweisen, gelang nicht. 

Experimentell schwierig war die Identifizierung des Por- 
phyrins in den Knochen. Erst durch Veresterung mit Hilfe 
von Alkohol—Schwefelsiure wurden die stérenden anorganischen 
Salze, vor allen Dingen Calciumsalze, von vornherein abgetrennt; 
und es gelang dann eindeutig Uroporphyrin zu identifizieren, 
auch durch Elementaranalyse. Einen Beweis fir das Vor- 
kommen von Koproporphyrin in den Knochen konnten wir 
nicht erbringen. Wir konnten auch experimentell beweisen, 
daB Uroporphyrin ganz besonders die Fahigkeit besitzt, auf 
den Knochen aufzuziehen. Von Fraenkel?) ist ja bereits 
gezeigt worden, dab, wenn man das Rohgemisch von Uro- und 
Koproporphyrin wachsenden Tieren einspritzt, die Knochen 
sich rotbraun farben. Wir kénnen die Versuche bestitigen 
und erweitern dahingehend, daB nur Uroporphyrin auf den 
Knochen aufzieht und zwar geniigen 0,05 g Uroporphyrin villig, 
um in einer einmaligen Injektion das Skelett eines etwa 170 g 
schweren Meerschweinchens komplett rot anzufirben. Mit 
Koproporphyrin erhalt man auch nach linger dauernder Ein- 
spritzung keine Farbung der Knochen, wie besonders Herr 
Dr. Kénigsdérffer gezeigt hat, der iiber seine Versuche an 
anderer Stelle berichten wird. 

Bei der Verarbeitung eines Schulterblattes von Petry wurden 
Resultate erhalten, die etwas abwichen von den Resultaten bei 
den Réhrenknochen. Insbesondere wurde im Schulterblatt (70 g 
schwer) 45 mg Eisen aufgefunden. Der abweichende Befund 
erklart sich in sehr einfacher Weise dadurch, daB beim Schulter- 
blatt das Knochenmark mit verarbeitet wurde, wihrend bei 
den Réhrenknochen das Knochenmark vorher entfernt werden 
konnte. 

Der Schmelzpunkt des Uroporphyrins aus den Knochen 
lag im giinstigsten Fall bei 285°, wihrend er beim reinen 





4) Virch. Archiv, Bd. 248, S. 125 (1924), 


cy 
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Ester bei 293° liegt. Abweichungen sind dfters beobachtet. 
Ellinger u. Riesser’) fanden bei Sulfonal-Porphyrinurie 
255—257°, Loffler?) 263° und Weiss‘) 274° Wahr- 
scheinlich sind diese Abweichungen im Schmelzpunkt durch 
minimalen Gehalt von Koproporphyrin bedingt; natiirlich ist 
auch die Méglichkeit von isomeren Kérpern nicht vdllig von 
der Hand zu weisen. Die Analyse aber beweist eindeutig, daB 
Uroporphyrin vorliegt. 

Von besonderem Interesse war die Untersuchung des 
Knochenmarks. Hierin konnte eindeutig durch Krystallisation 
Uro- und Koproporphyrin nachgewiesen werden und zwar ist 
Kopreporphyrin in etwas gréSerer Menge vorhanden als Uro- 
porphyrin. 

Daneben war viel Eisen nachweisbar und zwar nach der 
quantitativen Bestimmung 0,1 g Fe auf 60g Knochenmark, 
das sind rund 0,06°/,. Die Chemie des Knochenmarks ist 
noch wenig entwickelt. Kine ausfihrlichere Untersuchung ist 
von Beumer und Biirger‘) durchgefiihrt worden. Nach dieser 
Arbeit schwankt im allgemeinen der EKisengehalt im Knochen- 
mark nicht stark und betragt etwa 0,05°/,. Nach Entfernung 
von Fett und Porphyrin blieb bei Petry noch ein sehr _be- 
trichtlicher Riickstand, im wesentlichen Kiwei8, viel betricht- 
licher als bei perniziésen Anadmien, gar nicht zu vergleichen mit 
normalem Knochenmark. Auch dieser Riickstand enthielt noch © 
Hisen, etwa 0,05°/,. Bei Veréffentlichung unserer Befunde bei 
der pernizidsen Animie werden wir auf die Verhiltnisse noch- 
mals zu sprechen kommen. 

Im Knochenmark wurde einmal spektroskopisch ein Streifen 
bei 644,8 (in Ather; 25 °/, HCl bei 628) beobachtet und ebenso 
in der Gaile und im Knochen. Diese Streifen sind wahr- 
scheinlich bedingt durch primar vorhandenes Kammererpor- 
phyrin, das sekundar beim langeren Stehen in Kisessig—Ather 





1) Diese Zs. Bd. 98, 8. 1 (1916). 

*) Biochem. Zs. Bd. 98, S. 105 (1919). 

5) Verhandlung des Wiener Kongresses f. innere Medicin, S. 189 
(1923); Inaug.-Diss. Weiss, Miinchen 1922. 

*) Zs. f. exper. Pathologie u. Therapie Bd. 13, §. 367 (1913). 
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diese Umwandlung zeigt. Hierauf soll in einer spateren Arbeit 
noch des naheren eingegangen werden. 

Kupfersalz der Porphyrine.konnte an verschiedenen Stellen 
nachgewiesen werden. Wir glauben nicht, daB diese Kupfer- 
salze sekundir bei der Bearbeitung entstanden sind, sondern 
sie sind héchstwahrscheinlich primar vorhanden gewesen. Nach- 
dem bekanntermafen jegliche Nahrung Kupfer enthilt, ist ja 
auch ihr Vorkommen eigentlich selbstverstindlich. Da die 
Kupfersalze nicht lichtgiftig sind, wie wir schon friher fest- 
stellten, ware eine therapeutische Verwendung bei Porphyrinurie 
immerhin zu versuchen. 

Die Galle war normal in bezug auf Gallenfarbstoffgehalt, 
groBe Mengen von Koproporphyrin waren in ibr enthalten, so 
viel, daB die Krystallisation einwandfrei gelang, auch der 
Schmelzpunkt konnte bestimmt werden zu 247° (insgesamt 
2,88 mg). In der Gallenblase befanden sich Gallensteine und 
so konnten die Farbstoffe in ,,konzentrierter Form“ untersucht 
werden. Bilirubin konnten wir eindeutig auch durch Elementar- 
analyse identifizieren, ferner war Cholesterin vorhanden und 
nach der spektroskopischen Untersuchung Bilicyanin, das auBer- 
ordentlich an das Mesobiliviolin erinnert; nach dem ahnlichen 
Spektralbefund ist es sehr wahrscheinlich, daB das Bilicyanin 
zum Bilirubin im selben Verhialtnis steht wie das Mesobili- 
violin zum Mesobilirubin. Koproporphyrin konnte spektro- 
skopisch erkannt werden. Letzterer Befund steht im Kinklang 
mit dem Befund von Weiss), der bei einem seiner Porphy- 
rinurie-Falle in einem Gallenstein ebenfalls Porphyrin nach- 
weisen konnte. : 

Im Petryblut wiesen wir auch durch Analyse normales 
Hamin nach; ein exakter Beweis fiir ein Vorkommen von 
Koprohémin konnte nicht gefiihrt werden. Wohl war in den 
Mutterlangen des Hamins ein zweifelhaftes Hamochromogen- 
spektrum zu beobachten und bei der Uberfihrung dieses 
Hamochromogens in Porphyrin beobachteten wir im Ather das 
Doppelspektrum, d. h. Kimmerers Porphyrin und Kopro- 





Sa, a 0. 
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porphyrin nebeneinander. Im Blut konnte Koproporphyrin 
eindeutig auch durch Krystallisation nachgewiesen werden. 
Uroporphyrin fehlte in Ubereinstimmung mit unserer ersten 
Serumuntersuchung.’) 

Es scheint so, als ob das Uroporphyrin, obwohl es nach 
unseren Befunden wohl stindig im Knochenmark erzeugt wird, 
nicht immer ins Serum iibertritt; in der Thoraxfliissigkeit konnte 
das Vorkommen von Uroporphyrin sehr wahrscheinlich ge- 
macht werden. 

In fast allen Organen wurde Koproporphyrin eindeutig 
nachgewiesen; dabei trat eine Schwierigkeit auf insofern, als 
sich herausstellte, da8 Koproporphyrin in 2 Krystallausbildungen 
auftreten kann, wie Herr Prof. Steinmetz festgestellt hat. 
Wir danken ihm fir seine Bestimmungen auch an dieser Stelle 
herzlichst. Hinzelheiten itiber die Verbreitung des Kopro- 
porphyrins in den Organen sind dem experimentellen Teil zu 
entnehmen. | 

Im Darm waren grobe Mengen yon Koproporphyrin vor- 
handen, das durch Schmelzpunkt des Esters und krystallo- 
graphische Messung, sowie physikalische Kigenschaften ein- 
deutig identifiziert werden konnte. Daneben war auch noch 
Kupfersalz eines Porphyrins enthalten. Durch Behandeln mit 
Hydrazin—Hisessig—Salzsiure konnte das komplex gebundene 
Kupfer entfernt werden und nach der spektroskopischen Messung 
war reines Koproporphyrin entstanden. Es hat sich also um 
Koproporphyrin—Kupfer gehandelt. In Ubereinstimmung mit 
dem Fehlen des Uroporphyrins im Kot konnte auch im Darm 
kein Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von Uroporphyrin. 
gewonnen werden. 

Eine besondere Besprechung verdient die Milz. Sie fiel 
schon bei der Sektion auf durch ihre auBerordentliche GréBe 
und war besonders farbstoffreich. Bemerkenswerterweise ist 
die Milz urspriinglich sicher nicht so groB gewesen, denn von 
Giinther wurde um das Jahr 1912 keine VergréBerung der 
Milz festgestellt; erst in Miinchen war die Milz tastbar, aber 
sicher nicht so groB wie beim Exitus. 





1) Diese Zs. Bd. 182, 8. 16 (1924). 
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Koproporphyrin gelang aus ihr leicht krystallisiert zu ge- 
winnen, daneben beobachteten wir einen bei alkalischer Reaktion 
flichtigen griinen Farbstoff, dessen Absorptionsmaxima bei 
578,0, 559,9, 533,38 und 4945 lagen. Alle Streifen waren 
gleich intensiv. Der spektroskopische Befund erinnert an Por- 
phyrin. Leider ging uns der Farbstoff beim Trocknen im 
Chlorcalciumexsiccator verloren, er hatte sich in der Nacht 
verfliichtigt und war aus dem Chlorcalcium nicht wieder heraus- 
zubringen. AuBerdem fand-n wir in der Milz einen braunen 
itherunliéslichen Farbstoff von hohem Stickstoffgehalt, der aber 
mit dem im Petryurin auftretenden braunen Harnfarbstoff *) 
nicht identisch sein kann, weil er schwefelfrei ist. Einen An- 
haltspunkt fiir das Auftreten des Harnstoffs in den Organen 
ganz allgemein haben wir nicht gewinnen kénnen; offensicht- 
lich ist dieser Farbstoff sehr leicht ausscheidbar, wahrend 
Uro- und Koproporphyrin scheinbar fiir den Organismus nicht 
ganz leicht ausscheidbar sind, obwohl schon friher festgestellt 
wurde, daS Uroporphyrin ideal harnfahig ist. Man kénnte 
sich héchstens vorstellen, daB die starke Anhaufung in allen 
Organen erst in den letzten Lebensmonaten Petrys eingetreten 
ist, bedingt durch Stauungserscheinungen. Die Untersuchung 
weiterer Porphyrinurien wird hieriiber Klarheit bringen. 

Besonders hervorgehoben werden muB der Befund des 
Uroporphyrins in der Leber, in der Niere (durch Schmelz- 
punkt identifiziert) und im Knochen, sowie im Knochenmark. 
In letzterem ist offenbar die Hauptbildungsstitte, ob in den 
iibrigen Orten auch, ist zweifelhaft, vielleicht ist in diesen ein 
Kérper enthalten, der eine spezifische Affinitit zum Uro- 
porphyrin hat. 

Nachdem bekanntermafen auch das Alizarin auf die Knochen auf- 
zieht, wiire es interessant, ob sich das Alizarin nach Verfiitterung auch 
in Leber, Niere, Knochenmark nachweiseu la8t und wie die quantitativen 
Beziehungen sind. Interessant ist auch der schon friiher erwihnte Unter- 
schied zwischen Kopro- und Uroporphyrin. Koproporphyrin zieht nicht auf 
Knochen auf und die Ursache des Aufzichens des Uroporphyrins muB 
daher in dem Dazukommen der weiteren Carboxylgruppen erblickt werden. 





) Diese Zs. Bd. 187, S. 176 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL. 4 
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Nach unserer Ansicht sind die Carboxylgruppen in Nachbarstellung ver- 
gleichbar der der Oxygruppen im Alizarin. Es wire sicher eine lohnende 
Aufgabe, Farbstoffe bekannter Konstitution auf biologisches Firbe- 
vermégen zu untersuchen. Untersuchungen mit Dipyrrylmethenen sind 
bei uns im Gange. 


Natiirlich wurde die Muskulatur ganz besonders eingehend 
untersucht. In dieser konnte wenig Kopro- und Kaimmerer- 
porphyrin nachgewiesen werden; weiterhin war Kupfersalz in 
ihr enthalten, aber kein Koprohimin. Es mu8 aber ausdriick- 
lich betont werden, daB die Muskulatur wenig Farbstoff iiber- 
haupt enthielt. Natirlich kann hier als Erklarung die starke 
Anamie Petrys herangezogen werden. Indessen hat sich bei 
der Verarbeitung des Fleisches nach Faulnis (spontan bei 37° 
durch 7 Monate) herausgestellt, da8 eine nicht unbetrichtliche 
Menge von Blutfarbstoff vorhanden war. Woher dieser Gegen- 
satz zwischen Farbstoffgehalt frisch (Leukoverbindung?) und 
nach Faulnis rihrt, kénnen wir nicht angeben. 


Es hatte sich viel Porphyrin gebildet, nach dem spektro- 
skopischen Befund nur ,,Koproporphyrin“, indem offenbar das 
gesamte Protoporphyrin die éfters erwahnte Umwandlung er- 
fahren hat, denn die Veresterung und die weitere Verarbeitung 
auf Kopro-Ester ergab ein negatives Resultat, Negative Be- 
funde sind natiirlich mit groSer Vorsicht aufzunehmen; an- 
gesichts der groBen Krystallisationsfahigkeit des Koproesters 
mochten wir es aber doch fiir sehr wahrscheinlich halten, daB 
kein Koproporphyrin, sondern Hamatoporphyrin vorgelegen hat. 

Nicht aller Farbstoff war bei der Faulnis in Porphyrin 
umgewandelt worden. Das ,,Haimin“ hatte durch die Faulnis 
eine Verinderung erfahren, wie sie zuerst mit Schneller ge- 
funden wurde und mit Lindner [Diese Zs. Bd. 145, 8. 203 (1925)] 
wurde festgestellt, daB bei der Bildung von Kimmerers Por- 
phyrin mit Sicherheit Koproporphyrin nicht entsteht, denn das | 
amin“ hat nach Entfernung des Kisens krystallisiertes Hamato- 
porphyrin gegeben. Schumm hat neuerdings diese Arbeiten 
fortgesetzt und gefunden, daB die von uns bereits festgestellte 
Umwandlung des Blutfarbstoffs auch spektroskopisch verfolgbar 
ist. Auch wir haben das feststellen kénnen, so auch im vor- 
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liegenden Fall. Nach der Umwandlung des ,Hamins* in 
Porphyrin, das spektroskopisch Himatoporphyrin war, konnte 
kein Anhaltspunkt fiir das Auftreten von Koproporphyrin durch 
Krystallisation, worauf es allein ankommt, gefunden werden. 
Die friiher vertretene Anschauung, da8 bei der Porphyrinurie 
die Porphyrine allein durch Abbau des Muskelfarbstoffs ent- 
stiinden, kann nicht in vollem Umfang aufrecht erhalten 
werden. Es kann kaum einem Zweifel unterliegen, daB im 
Knochenmark die Hauptbildungsstitte der Porphyrine sich 
befindet. Der Eisenbefund kann in dem Sinne gedeutet 
werden, daB hier eine Umwandlung von normalem Hiamin 
in Kimmerers Porphyrin erfolgt, das dann weiter in 
Koproporphyrin und Uroporphyrin iibergefihrt wird, eine 
Reaktion, die, wie friiher hervorgehoben’), vom chemischen 
Standpunkt aus verstindlich wire. Wenn man dann noch 
weiter die Annahme macht, daB normalerweise nur ein ge- 
ringfiigiger Umbau des Haimoglobins in der skizzierten Weise 
erfolgt, wobei der KiweiBanteil in normalen Harnfarbstoff iiber- 
gefiihrt wird, so kénnte man die Porphyrinurien dann leicht 
erkliren dadurch, da8 unter pathologischen Verhaltnissen dieser 
normale ProzeB eine krankhafte Steigerung erfabrt. Viele 
Argumente sprechen jedoch hiergegen. — Ionisiertes Kisen ist 
nicht nur im Knochenmark enthalten, wir finden es in der 
Milz, in der Leber, den Lymphdriisen, in der Pankreasdriise 
in der Niere und in Spuren in der Muskulatur. Soll man in 
all diesen Organen nun ebenfalls eine Bildungsstatte der Por- 
phyrine durch Umbau des Hamoglobins annehmen? Weiterhin 





1) Diese Zs. Bd. 144, S. 108 (1925). — Anmmerkung bei der 
Korrektur: Wir betonen ausdriicklich, daB es sich bei diesen Aus- 
fihrungen um rein theoretische Erwigungen handelt, abgeleitet aus den 
Experimentalergebnissen tiber die Konstitution von Himin einerseits und 
Koproporphyrin andererseits. Experimentelle Befunde, die einen Uber- 
gang von Kimmerers Porphyrin in Koproporphyrin beweisen, haben 
wir trotz zahlireicher Bemithungen bis jetzt nicht finden kénnen. Nur 
positive Erhebungen in letzterem Sinne kénnen die Anschauung vom 
Dualismus des Blutfarbstoffs erschiittern, wobei allerdings bemerkt 
werden mu8, da8 der Dualismus nur fiir die Porphyrine bewiesen ist, 
hier aber eindeutig. . 
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ware es doch einigermafen auffallig, daB der Kérper fort- 
gesetzt normalen Blutfarbstoff synthetisiert, um ihn dann wieder 
in groBen Mengen zwangsliufig abzubauen und in Porphyrine 
iberzufiihren. Wenn dem so wire, so miBte die Porphyrinurie 
eigentlich eine viel schwerere Erkrankung sein, als sie tat- 
sichlich ist. Manche der Patienten, z. B. der farbstoffreiche 
Fall Henrich’), erreichten ein hohes Alter und auch bei 
Petry ist der Tod primar nicht durch die Porphyrinurie er- 
folgt, sondern dadurch, daB der Patient eben eine Lungen- 
entziindung und einen Herzfehler akquirierte. Soll man nicht 
eher annehmen, da8 das Wesen der Porphyrinurie darin be- 
steht, daB zwangsliufig im Knochenmark und an anderen 
Stellen Koproporphyrin und Uroporphyrin synthetisiert werden 
und diese Synthese nicht mehr zum Eisensalz fihrt, daher vor 
der Vollendung miflingt? In letzterem Fall wiirde es sich 
bei der Porphyrinurie um einen echten Atavismus handeln; 
ein ProzeB, der bei der Hefe*) bereits vorkommt, wiirde hier 
ebenso wie beim Turacus*} wieder zum Aufflackern kommen. 
Allerdings ist mit der Annahme einer nichtvollendeten Syn- 
these das massenhafte Auftreten von ionisiertem Eisen be- 
sonders im Knochenmark schwer verstindlich, aber es besteht 
ja auch die Méglichkeit, daB parallel der Synthese der Por- 
phyrine ein Untergang von Blutfarbstoff erfolgt, wodurch die 
Animie des Patienten, die zur perniziésen geworden ist, be- 
dingt ist und daB demgemiB die Befunde der pernizidsen 
Animie auftreten miissen. Es wire auch méglich, da8 parallel 
der Koproporphyrin-Synthese zwangsliufig, durch den Reaktions- 
mechanismus bewirkt, der ja nach unseren Konstitutions- 
ermittlungen ein dem gewoéhnlichen Blutfarbstoff ahnlicher sein 
mu8, Eisen herbeigeschafft wird oder aber, was wir fir un- 
wahrscheinlich halten, der Blutfarbstoff bis zu seinen Bau- 
steinen oder zu noch unbekannten Zwischenprodukten ab- 
gebaut wird und in diesem Zustand dann zur Synthese des 





1) Diese Zs. Bd. 97, S. 159 (1916); Bd. 187, 8. 188 (1924); vgl. auch 
Nebelthau, Diese Zs. Bd. 27, S. 824 (1899). 

*) Diese Zs. Bd. 144, S. 108 (1925). 

8) Diese Zs. Bd. 128, S. 168 (1923); Diese Zs. Bd. 188, S. 50 (1924). 
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Kopro- bezw. Uroporphyrins Verwendung finden kann, Von 
besonderem Interesse wire es, die Beschaffenheit des Knochen- 
marks bei kurz dauernder oder bei experimenteller Porphyrin- 
urie festgustellen. 

Ob bei Petry Koprohimin enthalten ist, miissen wir 
dahingestellt sein lassen. Wir kénnen einen ote Beweis 
nur in der Isolierung des krystallisierten Koprohémins er- 
blicken und in seiner Uberfthrung in Koproporphyrin. Dies 
ist uns nicht gelungen, Dagegen ist Blut, Lunge, Leber und 
Niere auf Koprohimin verdichtig. Im Blut wurde aus den 
Haminmutterlaugen spektroskopisch ein verwaschenes Himo- 
chromogenspektrum beobachtet und hei der Uberfiihrung in 
Porphyrine deutlich ein Doppelspektrum (auch im Turacusblut 
wurde der gleiche Befund erhoben*), ebenso — nur noch ein- 
deutiger — in der Lunge und Niere. Der Einwand, daB 
Kupfersalz des Koproporphyrins, das sich ja auBerordentlich 
leicht bildet, die Ursache gewesen ist fiir das spiatere Auf- 
treten von Koproporphyrin, ist widerlegt durch den spektro- 
skopischen Befund der Mischung des Hamins und Kopro- 
porphyrin—Kupfer. Bei einer Mischung von Himin und Kopro- 
porphyrin—Kupfersalz in Pyridin verschiebt das Kupfersalz den 
spektroskopischen Befund nach Rot zu, wahrend bei unseren 
Versuchen diese Verschiebung nicht zu konstatieren war, auch 
war eine Nachbeschattung gegen Violett zu vorhanden. | 


Bei der Leber konnte sogar krystallisierter Kopro- 
ester gewonnen werden aus einer Lisung, die nach dem 
spektroskopischen Befund nur Eisensalz enthalten hat. 


Die Frage, ob ein Dualismus des Blutfarbstoffs existiert, 
ist also auch durch diese Untersuchung noch nicht ent- 
schieden, dagegen ist der Dualismus der Porphyrine sicher. 
Wir werden auf den gesamten Fragenkomplex an Hand von 
experimentellem Material bald zuriickkommen. Vielleicht ver- 
mag auch die anatomisch-pathologische Untersuchung weitere 
Aufkliarungen zu geben. Ganz besonders wichtig ware aber 


das Studium der experimentellen Porphyrinurie. Das Ritsel-. 





) Mit Klarer, unveréffentlicht. 
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hafte hier ist. das plétzliche Auftreten von Porphyrinen nach 
Aufnahme von Giftstoffen und es bestehen auch zur kongeni- 
talen Porphyrinurie Vergleichspunkte. Auch bei Petry ver- 
schwanden eines Tages die Porphyrine fast vdllig aus dem 
Harn, als er an hohem Fieber erkrankt war. Es scheint also, 
als ob in Zeiten der Not die Quellen der Porphyrine versiegen 
wirden und dies ist auch ein Punkt, der unseres Erachtens 
nach fiir eine synthetische Bildung der Porphyrine zu sprechen 
scheint. Blutfarbstoff ist ja in solchen Zeiten immer noch 
gentigend anwesend und schlieBlich ist ja kein Grund vor- 
handen, daB durch die fieberhafte Erkrankung allein nun plitz- 
lich ein weiterer Ab- und Umbau des Blutfarbstoffs verhindert 
wiirde. Bei kiinftigen Untersuchungen von Porphyrinurien wird 
neben Knochenmark auf Biut, Muskulatur, Lunge, Niere und 
Leber ganz besonders geachtet werden miissen. 

Zum Vergleich mit den Petryorganen haben wir frische 
Tierorgane in der gleichen Weise verarbeitet. Bemerkens- 
werterweise konnte Kammerers Porphyrin primar in Leber 
und Herz beobachtet werden. Man wird hierin mit Recht eine 
Stiitze fiir die schon friher’) vertretene Auffassung erblicken, 
daB dieses Porphyrin primar bei der Umwandlung des Blut- 
farbstoffs in Gallenfarbstoff entsteht. Sehr bemerkenswerter- 
weise konnte in einem Falle in frischer Ochsenleber und ebenso 
in Ochsenmilz neben Kimmerers Porphyrin auch spektro- 
skopisch Koproporphyrin festgestellt werden, ein Befund, der 
weiter verfolet werden muB, 


Versuche. 


Verarbeitung des Petryblutes, (Pitzer.) 


Wir erhielten insgesamt 400 ccm Blutflissigkeit, mit Organ- 
fetzen verunreinigt, von denen abkoliert wurde. Das Blut war 
zweifellos mit Wasser verdiinnt. In einer Probe von 5 ccm 
konnte nach der Hisessig—Ather-Methode leicht im Ather das 
normale Himin beobachtet werden, sowie das normale Himo- 
chromogenspektrum (I. 557,2; II. 522.6). Die 5°/,ige Salz- 





1) Oppenheimers Handb. d. Biochemie S. 385. 
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siiure sowie das aus der Salzsiure mit Natriumacetat in Ather 
iibergetriebene Porphyrin ergaben scharf und eindeutig das 
Koproporphyrinspektrum. 

Auffallenderweise lie8 sich Koproporphyrin direkt im Blut 
spektroskopisch nicht nachweisen. Eine zweite Probe (2 ccm 
Blut) wurden mit einer konzentrierten Kochsalzlésung und 
wenig Tropfen Kisessig koaguliert. Das Filtrat war eisenfrei. 
Das Koagulum wurde nun mit 10°/,iger Salzsiure behandelt 
und abermals filtriert. Das Filtrat gab nun momentan Hisen- 
reaktion und zeigte nur das Koproporphyrinspektrum, kein 
Kammererspektrum. Der Versuch wurde mit demselben Resultat 
wiederholt. Man hat also hier den Eindruck, als ob das 
Koproporphyrin teilweise sekundir aus einem Hisensalz durch 
die Verarbeitung entstanden wire; jedoch hat der Versuch 
natiirlich keine Beweiskraft, weil im Blut ja ohnedies Kopro- 
porphyrin vorhanden und dies nicht entfernt war. Eine weitere 
Probe lieBen wir zwei Tage lang stehen und verarbeiteten 
dann durch HineingieBen in konzentrierte Salzsiure usw. auf 
Porphyrin. Hier konnte eindeutig sowohl in der Salzsaiure 
wie im Ather Kimmerers Porphyrin spektroskopisch erkannt 
werden. 

Nach diesen Vorversuchen wurde die Gesamtmenge des 
Blutes nach Schalfejew auf Himin verarbeitet. Alles wurde 
in 900 ccm Hisessig von 95° mit Kochsalz gesattigt eingetropft. 
Die gesamte Flissigkeit wurde dann noch '/, Stunde auf 100° 
erhitzt. Beim Abkiihlen begann bei etwa 80° die Krystalli- 
sation. Nach 2 tagigem Stehen filtrierten wir ab, die Ausbeute 
betrug 0,15 g. In der itiblichen Weise wurde aus ammoniaka- 
lischem Alkohol und Hisessig zur Analyse umkrystallisiert und 
bei 50° iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum getrocknet. 

4,548 mg Substanz gaben 10,440mg CO,, 2,000mg H,O und 
0,554 mg Fe,Qs. 

C,,H,,0,N,FeCl Ber. C 62,829), H 4,65%, Fe 8,59 %, 
Gef. ,, 62,68 » 4,92 2 O08 


Krystallographische Bestimmung von Professor Dr. Stein- 
metz: ,,Flache Tafelchen, begrenzt von 2 lingeren parallelen 
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geraden und 2 kiirzeren, meist gebogenen Kanten; selten 
ein ebener Winkel von etwa 55° meBbar. Die im spitzen, 
nee ebenen Winkel gelegene Aus- 
léschungsrichtung bildet 34° mit 
der lingeren Kante und wird fast 
vollig absorbiert. | dazu gelb- 
braun.“ (Vgl. Fig. 1.) 
Die essigsaure Mutterlauge der 
Haminkrystallisation wurde mit 
schwarz 41/, Liter Ather versetzt. Das 
EiweiB flockte wei8 aus und farbte sich nach der Filtration und 
Waschen mit Ather an der Luft dunkelbraun. Das Filtrat 
wurde mit Wasser entmischt, die Waschflissigkeit mit fester 
Soda etwas abgestumpft und nochmals ausgeithert. Dieser Ather 
farbte sich nur noch schwach an, die Mutterlaugen blieben 
braunlich. Die vereinigten Atherausziige waren tief rotbraun 
gefarbt und wurden zunichst mit Wasser erschépfend gewaschen. 
(I. 649,6—630,4; II. 625,6—620,2; Kopro neben Hamin.) 
640,0 622,9 
Nach ausgiebiger Extraktion mit 5°/,iger Salzsiure in 
kleinen Portionen resultierten etwa 100 ccm, die ziemlich stark 
gefarbt waren. 
I. 594,6—587,2; II. 573,6—566,2; ‘III. 555,4—541,2; End- 
590,9 569,9 548,38 
absorption 417. 
Reihenfolge der Intensitét III, II, I. (Spaltbreite = 0,03 mm). 
Der Restiither zeigte in diinner Schicht ein verwaschenes 
Haminspektrum, welches schlecht zu messen war. Besser 
meBbar ist das mit wenig Hydrazinhydrat erzeugte Himo- 
chromogenspektrum. Restither (Hamin). 
I. 650,4—631,2; II. 565,0..552,6—536,4; TIL. 517,6—489,2 
640,8 544,5 508,4 
Reihenfolge der Intensitiét: I, II, III. Endabsorption 458,0. 
Hamochromogen in Wasser: 
I. 565,6 . . 560,0—549,0..548,8; II. 580,0—513,8; Endabsorption 436 


_gelbbraun 



































554,5 521,9 
554,7 
Reihenfolge der Intensitat: I, II. 
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I wurde wegen seiner abweichenden Lage viermal mit 
gréBter Genauigkeit gemessen. 


Nach diesem Befund wurde ein Teil dieses Haiminathers, 
der kein Porphyrin mehr enthielt, durch Behandeln mit Hydr- 
azin—Kisessig und Salzsiure in Porphyrin iibergefiihrt und 
spektroskopisch konnte deutlich, wenn auch schwach, neben 
Kammerers Porphyrin Koproporphyrin erkannt werden. 


Das Porphyrin wurde zur Reinigung aus der 5°/, igen Salz- 
siure durch Abstumpfen mit Natriumacetat in Ather getrieben, 
in dem es neben dem typischen Koprostreifen bei 624 noch 
einen 4uBerst schwachen Haminstreifen bei 640 zeigte. Es 
wurde daraufhin nochmals in 5°/,ige Salzsiure und aus dieser 
wieder in Ather gebracht und zeigte dann folgendes Spektrum: 


I. 628,0—621,8; II. 600,8—596,2; IL. 584,8—574,2; 




















624,9 598,5 579,5 
IV. 571,4—567,8; V. 583,6—526,2; VI. 506,8—491,8; Endab- 
569,6 529,9 499,3 


sorption 430,0. 
Reihenfolge der Intensitit: I, VI, IV, V, Il, IL 


In gréBerer Schichtdicke war noch sehr schwache Be- 
schattung bei 640 festzustellen, ein Zeichen, daB Spuren von 
Hamin durch mehrfaches Ubertreiben zwischen Salzsiure und 
Ather nicht zu beseitigen sind. Nach reichlichem Waschen 
mit Wasser wurde der Ather im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft, der Riickstand mit einigen Kubikzentimeter Methyl- 
alkohol—Chlorwasserstoff 5 Minuten zum Sieden erhitzt und 
dann wieder im Vakuum getrocknet, worauf nach Zugabe von 
wenig wasserfreier Soda zur Neutralisation der Saure der 
Ester mit Chloroform aufgenommen wurde. Die Fallung des 
Esters erfolgte nach starkem Kinengen der filtrierten Chloro- 
formlésung mit etwa 2 ccm Methylalkohol. Die Krystallisation 
begann ziemlich bald und zwar schieden sich groBe s-formige 
Krystalle aus, die zum Teil auch aus kleineren zusammen- 
gesetzt waren. Daneben traten auch vereinzelte gerade Prismen 
des normalen Koproporphyrinesters auf. Die gewonnene Aus- 
beute war fiir eine Analyse oder Schmelzpunkt zu gering. Die 
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Krystalle wurden photographiert. und dann nochmals um- 
krystallisiert. (Fig. 2 und 3.) 




















Chloroform: 
I, 625,0—617,8; IL. 596,6—592,0; ‘III. 580,6—572,0; 
621,4 594,3 576,8 
IV. 569,6—564,0;  V. 538,4—526,8; VI. 510,2—493,0; Endab- 
566,8 582,6 501,6 


sorption 433,0. 

Reihenfolge der Intensitit: VI, I, V, IV, Ill, IL 

Die zweite Krystallisation war analog der ersten. Die 
geschweiften Formen traten weitaus in der Uberzahl auf und 
zwar zum Teil makroskopisch sichtbar, daneben auch lange, 
gerade zum Teil gekreuzte Prismen des normalen Kopro- 
porphyrin-methylesters. 

Die krystallographische Messung von Pesdiaace Stein- 
metz ergab: ,Ausléschung nahe an 45° aber wegen der 
Deformationen nicht sicher bestimmbar. Dichroismus gelb- 
dunkel.“ : 

Alle Versuche, aus der bei der Filtration der Hisessig— 
Athermischung zuriickgebliebenen EKiweiBgallerte Uroporphyrin 
durch Extraktion mit Bicarbonat oder Ammoniak zu isolieren, 
schlugen fehl. 


Verarbeitung der Milz. 


Hin Teil der Milz (etwa 1 Kilo) wurde durch die Fleisch- 
maschine getrieben, koliert’) und mit Eisessig 3 Wochen lang 
stehen gelassen. Unter Rihren versetzt man mit 1 Liter 
Ather, filtriert von der Hisessig—Athermischung ab und wischt 
mit Ather so lange nach, bis dieser farblos bleibt. Die Be- 
schreibung der braungefarbten Riickstinde A, die zur Ent- 
fernung des Hisessigs mit Aceton gewaschen wurden, folgt 
weiter unten. 

Der Eisessig—Atherextrakt, der Hamin und Porphyrin 
enthielt, wurde in der iblichen Weise auf Porphyrin und 
Himin verarbeitet. Das Spektrum des mit Hydrazinhydrat 





1) Das Filtrat, etwa 100 ccm, als — bezeichnet, wurde 
gesondert verarbeitet (vgl. 8. 64). 2 
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erzeugten Hamochromogens war zunachst I. 564,7; Il. 529,2. 
Die Streifen sind anfangs verwaschen; nach einigem Stehen 
stellt sich mit der Umwandlung in das echte Himochromogen- 
spektrum eine betrachtliche Verschirfung ein. mie Messung 
ergab dann: 


I, 559,3; IL Bed, 9, also wohl eine geringfiigige Abwei- 
chung vom normalen Wert. 


Das Porphyrin, durch Abstumpfen mit Natriumacetat aus 
der intensiv gefirbten 5°/,igen Salzsdurelésung in Ather ge- 
getrieben, gab in diesem folgende spektroskopische Zahlen: 


Spaltbreite 0,015 mm. 


I. 625,6—622,0; IL 598,4—594,6; III. 583,2—573,0; 




















623,8 596,5 578,1 
IV. 570,2—566,6;  V. 582,4—525,4; VI. 505,4—490,4; Endab- 
568,4 528,9 497,9 


sorption 421,8. 
Reihenfolge der Intensitét: VI, I, V, IV, II, IL. 


Der Befund spricht fiir reines Koproporphyrin. Der ge- 
samte Ather wurde demgemaB im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft, der Riickstand mit wenig 2°/,igem Methylalkohol— 
Chlorwasserstoff verestert und nach abermaligem Kindampfen 
aus Chloroform—Methylalkohol krystallisiert. Lange verfilzte 
Nadeln, zum Teil gebogen, wenig rein. Nach nochmaligem 
Umkrystallisieren lange verfilzte, gré8tenteils gerade Kopro- 
porphyrinester-Nadeln, die photographiert wurden. (Fig. 6.) 
Aus den Mutterlaugen wurde noch eine zweite, weniger gute 
Krystallisation erhalten. 


Die auf 8.58 mit (A) bezeichneten Riickstinde wurden 
finfmal mit ammoniakalischem Alkohol extrahiert. Ein deut- 
licher Spektralbefund war nicht vorhanden. Hierauf wurde 
im Vakuum eingedampft. Der Riickstand (B), eine rotbraune, 
waBrige Flissigkeit mit dunklen Oltrépfchen durchsetzt, etwa 
100 ccm, reagierte neutral. Verarbeitung folgt spiter. 


Das Destillat war griin und zeigte folgenden ured 
befund: Spaltbreite 0,03 mura. 
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I. 581,8—574,2; 1. 568,4—556,4; III. 541,8—524,8 














578,0 559,9 5883 
IV. 503,4—484,6; Endabsorption: 450. Simtliche Streifen sind von 
494.0 


gleicher Intensitit. 

Das alkoholische Destillat wurde mit wenig Chloroform 
versetzt und die Mischung mit viel Wasser wieder entmischt, 
wobei der Farbstoff intensiv griin in das Chloroform ging. 

Nach Trocknen mit Chlorcalcium wurde tiber Nacht im 
Vakuumexsiccator tiber Chlorcalcium eingeengt. Ein Teil des 
Farbstoffs destillierte in den Exsiccator. Der Riickstand, einige 
’ Kubikzentimeter, war intensiv rotbraun gefarbt und gab keinen 
deutlichen Spektralbefund mehr. Beim Verdiinnen mit Chloro- 
form wurde die Farbe goldgelb und nicht mehr griin, auch mit 
Ammoniak nicht. Beim gianzlichen Wegdampfen des Chloroforms 
am Foéhnapparat bleibt ein tiefbraunes, stark witirzig (Lorbeer) 
duftendes Ol, das bei weiterem Abkihlen krystallinisch er- 
starrt. Es macht den Eindruck, als ob es sich immer noch 
um 2 Kérper handelt, einen weiBen krystallinen und die 
Farbkomponente als Ol. Kine weitere Trennung war nicht 
méglich. 

Der braune élige Riickstand B wurde nach Versetzen mit 
etwas Ammoniak am Kutscher-Steudel-Apparat mit Ather 
extrahiert. Trotz mehrtigiger Extraktion ging noch immer 
Farbstoff in den Ather iiber. Nach der Trennung vom Extrak- 
tionsither zeigte sich, daB durch diese Behandlung in der 
Fliissigkeit ein schwarzer Niederschlag ausgeflockt war, der 
abfiltriert und getrocknet wurde. Er gab mit Hydrazinhydrat 
sehr schwaches Himochromogenspektrum, liste sich in konzen- 
trierter Salzsiure langsam auf, ohne Absorption zu zeigen. 
Mit Natronlauge trat keine Fallung ein. Unldslich in simt- 
lichen organischen Lésungsmitteln auBer in Eisessig, daraus 
durch Ather fallbar. Hellbraune Flocken ohne Struktur. 
Lassaignesche Stickstoffprobe positiv. Schwefelprobe negativ. 
Kin Teil des braunen Riickstandes wurde nun aus Eisessig— 
Ather umgefallt und zur Analyse gereinigt. Der Schmelzpunkt 
lag tiber 300° Bei sehr hoher Temperatur destillierte scheinbar 
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unter Zersetzung ein braunes Ol ab, das beim Abkiihlen wieder 
fest wird. 

Es ergab sich, daB die Substanz stark hygroskopisch war. 

5,145 mg Substanz wogen nach dem Trocknen 4,880 mg. Diese 
gaben 9,950 mg CO,, 3,130 mg H,O, 0,050 mg Asche. 

6,858 mg = 6,505 mg Substanz trocken gaben (18°, 717mm) 
0,8869 cem N. 

Gef. C = 55,4 % H = 7,18 ¥,, N = 15,09%. 


Verarbeitung der Milzriickstinde. 


Die mit ammoniakalischem Alkohol ausgezogene Milz gab, 
iiberraschenderweise mit 1°/,iger alkoholischer Schwefelsiure 
behandelt, noch groBe Farbstoffmengen ab; nach dem spektro- 
skopischen Befund im wesentlichen Himin, neben geringen 
Mengen von Porphyrin. Die alkoholischen Schwefelsiure- 
ausziige wurden im Vakuum auf etwa 150 ccm eingeengt, von 
den ausgeschiedenen anorganischen Salzen (Ammonsulfat und 
Gips) abfiltriert und nach Zugabe von Wasser mit Ather aus- 
geschiittelt. Zur vollstandigen Extraktion wurde im Kutscher- 
Steudelschen Apparat erschépfend mit Ather extrahiert. Die 
vereinigten Atherextrakte wurden im Vakuum eingedampft 
und eine élige Emulsion erhalten. Diese wurde in Chloroform 
aufgenommen, im Scheidetrichter vom Wasser getrennt, die 
Chloroformlésung kurz mit Na-Sulfat getrocknet und nach 
Filtration und Einengen auf dem Wasserbad mit Petrolither 
gefallt. Es wurden so 0,25¢ ,Hiamin“ erhalten. Die Krystalli- 
sation gelang nicht. Kine Probe iiber Hamochromogen in 
Porphyrin iibergefiihrt ergab neben Kimmerers Porphyrin 
deutlich ,,Koproporphyrin-Spektrum“. Alle Versuche jedoch, 
nach Hydrolyse mit Hisessig—Bromwasserstoff Koproporphyrin 
zu isolieren, schlugen fehl. Offenbar ist durch die Behand- 
lung mit Alkohol—Schwefelséure ein Teil des Hamins in den 
Seitenketten in die Hamatoporphyrinstruktur itibergegangen. 
(Vgl. die Verarbeitung der Leber.) 


Verarbeitung der Knochen. (Hilger, Pitzer.) 


Die Knochen Petrys waren tief braunrot gefarbt, so daB 
schon bei der makroskopischen Besichtigung am Porphyrin- 
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gehalt kein Zweifel sein konnte. Trotzdem stieB die Isolierung 
des Porphyrins auf groBe Schwierigkeiten wegen der in den 
Knochen vorhandenen Kalksalze. Nach zahlreichen fehl- 
geschlagenen Versuchen erwies sich folgendes Verfahren als 
zweckmiabig : 

Hin Oberschenkelknochen wurde zur Entfernung von Fett 
nach Zermahlen in der Knochenmiihle 5 Stunden mit Alkohol- 
ather extrahiert. Der Riickstand wurde hernach in 5 °/,ige 
Salzsiure gebracht, die den Farbstoff herausléste und in 
25 °/,iger Salzséure folgendes Spektrum zeigte: 

I, 596,0; IL. 576,8; IL]. 552,383, Werte, die auf Uro- 
porphyrin stimmen. Nach mehrtagiger Extraktion wurde die 
Salzsiure dekantiert und im Vakuum zur Trockne verdampft. 
Der Riickstand wurde mit Methylalkohol—Schwefelsiure ver- 
estert, von den anorganischen Salzen abfiltriert, das Filtrat 
mit sehr viel Wasser verdiinnt und nun durch Zugabe von 
Chloroform der Ester extrahiert. 

Das ,Chloroform wurde zur Trockne gebracht, der Riick- 
stand mit wenig Chloroform aufgenommen und mit siedendem 
Methylalkohol versetzt. Schon nach kurzer Zeit schieden sich 
kleine Sternchen ab von dem typischen Habitus des Uro- 
porphyrin-methylesters. Diese wurden abgesaugt und die Aus- 
beute betrug etwa 5 mg. Die Krystalle schmolzen ziemlich 
scharf bei 280—283°. : 

Zwecks Fahndung auf Koproporphyrin wurden die Knochen 
einige Tage mit Kisessig stehen gelassen. Der Hisessig farbte 
sich braunrot. Es wurde mit Ather versetzt und mit Wasser 
entmischt. Der Ather zeigte ein schwaches Koproporphyrin- 
spektrum, jedoch konnte nach Ausschiitteln mit 5°/ iger Salz- 
siure und Wiederhineintreiben in Ather kein Spektralbefund 
mehr erhoben werden, so daB Koproporphyrin jedenfalls nur 
in Spuren vorhanden war. 

Noch zweckmaBiger erwies sich folgendes Verfahren: In 
der Knochenmiihle zermahlene Knochen (60 g) mit Alkohol 
und Ather erschépfend ausgezogen, wurden mehrere Tage mit 
Eisessig extrahiert und nunmehr die Hauptmenge der anorga- 
nischen Salze mit 5°/,iger Salzsiure extrahiert. Uber- 
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raschenderweise nahm die Salzsiure der mit Eisessig vor- 
behandelten Knochen keinen Farbstoff auf. Die Extraktion 
des Farbstoffs gelang dann durch 14tagige Behandlung mit 
8°/,iger Methylalkohol—Schwefelsiure. Die Verarbeitung er- 
folgte dann wieder wie oben, nur mit der Modifikation, daf 
die iiberschiissige Saure teilweise mit Soda neutralisiert wurde. 
Der Chloroformriickstand krystallisierte sofort und wurde zur 
Analyse zweimal aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 284° Ausbeute 20 mg. 


Die Substanz wurde iiber Phosphorpentoxyd bei 70° ge- 
trocknet. 

5,529 mg Substanz gaben 0,309 cem N bei 17° und 714mm, 
CisH,,.N.0,, Ber. 5,94, Gef. 6,192 °,. 

Spektrum in Chloroform: Spaltbreite = 0,03 mm. 

I. 628,0—622,8; II. 600,6—595,0; IIL. 585,0—573,4; 




















625,4 597,8 579,2 
IV. 572,2—568,0; V. 540,2—530,8; VI. 508,8—497,8;  End- 
570,1 535,5 503,8 


absorption 427,6. 
Reihenfolge der Intensitét: VI, I, V, IV, Ill, II. 


Die Mutterlauge der Krystallisation zeigte spektroskopisch 
auBer dem Porphyrinspektrum noch einen Streifen bei 646,2. 
Sie wurde eingeengt und die Farbstoffe mit Eisessig in Ather 
gebracht. Hieraus lieB sich mit 5°/,iger Salzsiure der Uro- 
ester fast véllig ausschiitteln. Hiernach lag der erste Streifen 
im Ather bei 647. 


Jetzt wurde mit 25°/,iger Salzsiure ausgezogen und fol- 
gender spektroskopischer Befund beobachtet: 

I. 628,1; IL. 597,1; Ill. 5762; IV. 554,7; wodurch die 
Streifen bei 647 bzw. 628 bedingt sind, war nicht festzustellen, 
jedoch mu8 darauf hingewiesen werden, daB ihnliche Streifen 
bei Kiammerers Porphyrin nach lingerem Stehen in Hisessig— 
Ather auftreten. | 

Die Knochenriickstiénde waren nach dieser Behandlung 
noch dunkel und gaben an 25 °/,ige Methylalkohol—Schwefel- 
siure abermals weitere Farbstoffmengen ab. 
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Verarbeitung eines Schulterblattes von Petry. 


70 g in der Knochenmiihle gemahlenes Schulterblatt wurden 
wie oben behandelt und zum Schlu8 mit 25°/,iger Methyl- 
alkohol—Schwefelsiure extrahiert. Der Riickstand war schnee- 
weif. Die gesamten Extrakte wurden mit NaOH und Na- 


Acetat essigsauer gemacht. Neben Porphyrin fiel Gips aus, | 


der durch Zusatz von Wasser wieder in Liésung gebracht 
wurde. Nach mehrstiindigem Stehen hatte sich der Porphyrin- 
ester gut abgesetzt, so daB filtriert werden konnte. 

Ks wurde nun zunachst der Niederschlag mit 10 °/,iger 
NaOH verseift, filtriert und schwach essigsauer das freie Por- 
phyrin gefallt. Bei.der Filtration blieben neben Filterfasern 
eine reichliche Menge brauner Flocken zuriick, die sich in 
Salzsiure lésten und intensive Eisenreaktion gaben. Nach 
der Titration mit Permanganat waren es insgesamt 47,5 mg 
Kisen. 

Durch Behandlung mit Eisessig wurde das hypothetische 
Koproporphyrin extrahiert, es ging jedoch nur sehr wenig in 
den Kisessig hinein und der Eisessig zeigte Kupfersalzspektrum. 

I. 560,0; IL 526,0. Andeutung eines Urobilinstreifens. 

Der Eisessigriickstand wurde in der iblichen Weise auf 
Uroester verarbeitet. Ausbeute an krystallisiertem Material 
23 mg, Schmelzp. 285°. Bei der Veresterung blieb noch ein 
geringer leuchtend roter Riickstand, der in Pyridin geldst fol- 
gendes Spektrum zeigte: 

I. 571,1—562,8; II. 540,8—524,2; Endabsorption 434,0. Reihen- 

566,9 532,5 
folge d. J. I, IL 

Die Werte stimmen auf Uroporphyrin-Kupfersalz. Beim 
Eindunsten der Pyridinlésung schieden sich schéne, biischel- 
férmige Krystalle ab, die photographiert wurden. (Fig. 10). 








Verarbeitung der Milzflissigkeit. 


Diese wurde nach der Eisessig—Athermethode in der ib- 
lichen Weise verarbeitet; spektroskopisch ergab sich eindeutig 
Koproporphyrin, 
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Nach der Veresterung krystallisierten normale Kopro- 
porphyrinkrystalle, die photographiert und krystallographisch 
gemessen wurden. (Fig. 4.) 

Befund des Herrn Prof. Dr. Steinmetz bei der krystallo- 
graphischen Messung: ,,Manchmal gekreuzte Zwillinge. Di- 
chroismus gelb — dunkel.“ 








Verarbeitung der Thoraxflissigkeit. 


Im Thorax waren etwa 1500 ccm einer goldgelben Flissig- 
keit, die sehr wenig Blut enthielt. 

Die Gesamtmenge wurde mit 11/, Liter Hisessig 24 Stunden 
stehen gelassen (anfangs sturke Schaumbildung). Zur voll- 
stindigen Ausfaillung des EiweiBes bis zu einer guten 
Filtrationsméglichkeit wurden etwa 4 Liter Ather bendtigt. 
Das EiweiB war farblos und farbte sich erst bei langerem 
Stehen an der Luft dunkel. Die Eisessig—Athermischung 
wurde mit Wasser entmischt. Die erste waiBrige Mutterlauge 
war noch stark rot gefirbt und zeigte in dicker Schicht 
Kupfersalzspektrum. Im Ather war in dem normalen vier- 
bandigen Porphyrinspektrum der zweite und dritte Streifen 
verstarkt, was ebenfalls auf Gegenwart von Kupfersalz schlieBen 
lieB. Ein Haminstreifen war nur andeutungsweise zu sehen. 

Beim weiteren Auswaschen des Porphyriniithers mit Wasser 
farbte sich dieses porphyrinrot und gab ein intensives Spektrum. 

I, 623,6—616,6; II. 593,8—586,8; IIL. 554,2—547,6; 














620,1 590,3 550,9 
IV. 501,0—480,0; Endabsorption 438,0. nee: ¢ der Intensitait: IV, 
490, 5 
Ill, II, I. 
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Streifen I laBt auf Gegenwart von etwas Koproporphyrin 
schlieBen, IJ und III lassen auf saures Porphyrinspektrum 
schlieBen und sind an dieser Stelle um so eigenartiger, als 
die bekannten Porphyrine (Ausnahme Mesoporphyrin) in 
schwach essigsaurer Lésung das sogen. alkalische Porphyrin- 
spektrum zeigen. Der starke Urobilinstreifen IV scheint ent- 
weder zum Koprospektrum zu gehéren oder resultiert aus 
einer Verunreinigung. Das Waschen mit Wasser wurde so 
lange fortgesetzt, bis sich der Waschflissigkeit kein Farbstoff 
mehr mitteilte. Dann wurde fiinfmal mit sehr wenig 5°/,iger 
Salzsiure extrahiert, die sich intensiv rot farbte und folgendes 
Spektrum zeigte (Spaltbreite 0,03 mm): 

I, 596,0—587,8; IL. 578,8—566,2; III. 556,2—539,6; 
591,9 570,0 | 547,9 
Endabsorption 425,0. Reihenfolge der Intensitét: III, I, I. 

Nach Abstumpfen der salzsauren Ausziige mit Natrium- 
acetat zeigte das Porphyrin in Ather folgendes Spektrum 
(Spaltbreite 0,03 mm): : 

X. 651,0—640,6; II. 626,4—622,0; III. 599,8—594,8; 
































645,8 624,2 597,8 

IV. 582,4—573,4; V. 570,4—567,2; VI, 532,0—524,6; 
577,9 568,8 528,3 

VII. 505,8—489,6; Endabsorption 425,0. Reihenfolge der Inten- 
497,7 


sitit: VII, Il, VI, V, IV, IU, 1. 

Koproporphyrinspektrum mit einer Verunreinigung bei 
645,8. 

Der Porphyrinaither wurde dann eingedampft und auf die 
iibliche Weise verestert. Der aus Chloroform-Methylalkohol 
zur Krystallisation gebrachte Ester zeigte die Form des nor- 
malen Koproporphyrinesters ohne Beimengung der beim Petry- 
blut gefundenen geschweiften Krystalle. (Fig. 5.) Aus den noch 
stark gefirbten Mutterlaugen konnte keine zweite Krystalli- 
sation mehr erzielt werden. Prof. Steinmetz: ,,Identitat mit 
den Krystallen der Fig, 4,“ 

Der nach der Extraktion mit 5°/,iger Salzsiure verblei- 
bende Restither wurde auf dem Wasserbad eingeengt. Nach 
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Verdampfen des Athers bildet die zuriickbleibende verdinnte 
Essigsiure eine starke Emulsion, die mit ein paar Tropfen 
Ather wieder geklart wurde. Spaltbreite 0,03 mm. 


I. 607,4—596,0; II. 564,6—555,0; III. 529,4—517,2; Endab- 


601,7 559,8 523,38 
sorption 485,0. Reihenfolge der Intensitét: II, II, 1. 











Merkwiirdig ist, da8 an dieser Stelle kein Himin zu sehen 
ist. Die Streifen If und III sprechen fiir Koprokupfersalz. 
Kine Krystallisation konnte wegen des starken Eiweif- und 
Fettsiuregehaltes und der geringen Menge des Kupfersalzes 
nicht erzielt werden. 

Die noch stark rot gefarbten und erst in dicker Schicht 
ein. Kupfersalzspektrum zeigenden essigsauren Mutterlaugen 
wurden im Vakuum stark eingeengt, dann mit Hisessig ver- 
setzt und filtriert. Aus dem Filtrat wurde eine reichliche 
Menge Kupfersalz gewonnen dadurch, da8 es nochmals mit 
Ather versetzt und mit Wasser entmischt wurde. Die Wasch- 
fliissigkeiten waren ebenfalls intensiv gefirbt, gaben jedoch 
kein Spektrum. Der Ather wurde eingeengt und nach etwa 
8 Tagen krystallisierte aus ihm das Kupfersalz in sehr reinen 
Biischeln verschiedener Form, die scheinbar aus prismatischen 
Nadeln zusammengesetzt waren (Schmelzp. iiber 350°). 


Spektrum in essighaltigem Ather (Spaltbreite 0,03 mm): 


I. 565,2—557,6; II. 530,0—517,8; Endabsorption 486,4. Reihen- 
561,4 528,9 
folge der Intensitét: I, II. 

Fig. 7 u. 8 Messung Prof. Steinmetz: ,Derbe Nadeln 
ohne deutliche Endflachen, aber scharf parallel begrenzt, haufig 
zu fahnwedelihnlichen Gebilden zusammengehauft. Alle so 
aufliegend, daB sie. eine Ausléschungsschiefe nahe an 45° 
zeigen. Die eine Schwingung wird sehr stark absorbiert 
parallel der anderen, Farbenton gelb bis gelbbraun.“ 

Der Filterriickstand wurde in Natriumbicarbonat gelést. 
Er zeigte ebenfalls starkes Kupfersalzspektrum. Die Bi- 
carbonatlésung wurde dementsprechend mit einem UberschuB 
an Natriumamalgam an der Maschine etwa '/, Stunde lang 

5* 
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geschiittelt. Es trat Entfarbung ein. Nach 48stiindiger Re- 
oxydation durch Luft war nur eine schwache Porphyrinfarbung 
festzustellen. Spektrum dieser ziemlich stark alkalischen 
Lésung: 

I. 615,8—607,8; II. 580,0.... 561,2—556,0; III. 542,4—536,0; 














611,8 : 558,6 539,2 
IV. 513,0—497,2; Endabsorption 420,0. Reihenfolge der Intensitat: IV, 
505,1 | 


Il, I, IL f 
Die spektroskopischen Zahlen stimmen auf Uroporphyrin. 
Zur Trennung von etwa noch vorhandenem Kopro wurde die 
alkalische Lisung mit Hisessig stark essigsauer gemacht. Es 
flockte dabei kein Niederschlag aus. Dann wurde viermal mit 
Ather ausgeschiittelt, die Atherextrakte eingeengt und im Rohr 
gemessen. 
I. 565,0—558,2; IL 580,8—513,2...; III. 501,6—476,2; End- 


561,6 522,0 488,9 
absorption 442,0. Reihenfolge der Intensitit: III, I, II. 











Die essigsaure Lésung wurde nochmals gemessen und 
dann bis zu einer eventuellen Ausfiockung stehen gelassen. 


I. 624,4—617,2 ...; IL 580,2—562,0; IIL ... 589,8—532,0...; 














620,8 51,1 585,9 
IV. 508,4—481,6; Endabsorption 432,8. 
495,0 


Die gefundenen sp. Zahlen machen die Anwesenheit von 
Uroporphyrin an dieser Stelle sehr wahrscheinlich. Jedenfalls 
ist aber die Quantitét im Vergleich zu der des Koproporphy- 
rins derartig minimal, daB dem Befund keine besondere Be- 
deutung beigemessen werden kann, anu eine Krystallisation ist 
jedenfalls nicht zu denken. Nach 14 Tagen war die Lésung 
noch immer gefirbt, ohne daB sich eine Ausflockung gezeigt 
hatte. Diese trat erst nach mehr als viermonatigem Stehen in 
sehr geringem Maf8e ein. 


Die porphyrinrot gefarbten Waschwasser wurden ebenfalls 
im Vakuum stark eingeengt und abermals mit Hisessigither 
behandelt. Der Ather zeigte starkes Kupfersalzspektrum. Mit 





De eg em 


Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. — 69 


5°/,iger Salzsiiure ging aber noch eine ziemliche Menge freies 
Porphyrin heraus, das abermals in Ather getrieben und dann 
nach Veresterung zur Krystallisation gebracht wurde. Die 
Krystalle waren die des normalen Koproporphyrinesters, unter- 
mischt mit wenigen geschweiften Formen, Ahnlich denen, die 
aus dem Petryblut isoliert wurden. Im Atherspektrum wurde 
der Streifen I trotz wiederholter Messungen immer wieder bei 
623,0 gefunden, die tibrigen Streifen lagen normal. 

Die krystallographische Bestimmung von Prof. Steinmetz 
ergab Identitat mit den Krystallen der Fig. 5. 

Der das Kupfersalz enthaltende erste Ather wurde stark 
eingeengt. Nach vier Tagen krystallisierten lange braune pris- 
matische Nadeln, die zum Teil gekreuzt waren. (Fig. 9.) 


Krystallographische Bestimmung nach Prof. Steinmetz 
gab in bezug auf Ausléschungsschiefe und Dichroismus Iden- 
titat mit den Krystallen der Fig. 7 und 8. 


Verarbeitung der Gallensteine von Petry. (Niemann.) 


Es waren 7 Steine von dunkelroter Farbe und bréckliger 
Struktur mit einem Gesamtgewicht von 0,815 g. Die bei den 
Rindergallensteinen hiufig beobachtete Tetraederform war auch 
hier deutlich ausgeprigt. 

Die Steine wurden mit Wasser angesetzt. Es entstand 
eine schwach gelbe, kaum fluorescierende Lésung, in der kein 
deutliches Porphyrinspektrum erkennbar war. Die Liésung 
wurde entsprechend der Vorschrift van den Berghs auf Bili- 
rubin verarbeitet. Mit 5 cem 10°/,iger Bleizuckerlésung fiel 
ein flockiger Niederschlag, der den Gesamtfarbstoff enthielt. 
Mit Ather—Alkohol gewaschen, nahm die Chloroformlésung bei 
der Extraktion des Riickstandes eine gelbe Farbung an. Beim 
Stehen iiber Nacht ging die Farbe in Griin tiber, aber eine 
krystalline Abscheidung von Bilirubin war auch nach Tagen 
nicht festzustellen. 


Vorversuche, 


1. Ein kleiner Stein (20 mg) wurde fein gepulvert und 
mit Eisessig angerieben, unter Zuriicklassung eines dunkel- 
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gefarbten Riickstandes wurde die Lésung orangerot. Sie wurde 
mit dem dreifachen Volumen Ather verdinnt und mit Wasser 
entmischt. Der gesamte Farbstoff ging in die Atherschicht. 
Spektroskopisch war darin nichts zu beobachten. Der Ather 
hinterlie8 beim Kindunsten einen orangefarbenen kérnigen Riick- 
stand, der in Chloroform leicht léslich war, auch wiederum 
leicht daraus krystallisierte. Das erhaltene Produkt schmolz 
bis 360° nicht. Seinem ganzen Habitus und chemischen Ver- 
halten nach (positiver Gmelin) liegt Bilirubin vor. Der vor- 
erwahnte Riickstand des EKisessigs wurde mit Chloroform aus- 
gekocht und mit 25°/,iger Salzsiure angesetzt. Porphyrin 
konnte jedoch spektroskopisch nicht beobachtet werden. 


2. 20 mg Gallensteine wurden gepulvert und mit 25°/,iger 
Salzsiure angesetzt. Am nichsten Tage wies die salzsaure 
Lésung folgendes Spektrum auf: 


I, 602,1—589,5 (sehr schwach); II. 556,0—545,0 (etwas stirker); 


595,8 551,0 
Ill. 506,8—485,1. 


495,9 











Hauptansatz: 


Die Gallensteine lagen 2 Tage im Exsiccator. Ihr Ge- 
wicht war von 0,82 auf 0,39 g zuriickgegangen. Entsprechend 
der Verarbeitung von Rindergallensteinen wurden die fein ge- 
pulverten Steine zunichst mit Ather extrahiert. Der Ather- 
riickstand war krystallisiert und erwies sich als Cholesterin. 

Der ganze Riickstand wurde nun mit 5 ccm Eisessig ver- 
rieben, tiber Nacht stehen gelassen und am nichsten Tage ab- 
filtriert. Auf Zusatz von Ather zu der Eisessiglésung fiel ein 
flockiger voluminéser Niederschlag aus, der, mit Chloroform 
extrahiert, jedoch nur Spuren von Bilirubin ergab. 

Nach dem Versetzen des Hisessigfiltrats mit Ather und 
Entmischen mit Wasser liegen dann zwei Schichten vor, die 
Ather- und die waBrige Kisessiglésung. 

Spektralbefund in Ather: 

Im Ather war jetzt deutlich folgendes Porphyrinspektrum 
erkennbar: | ca 
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Vergleichszahlen von Koproporphyrin 











I. 626,2—621,5; (624,1) 
628,9 

Il. 579,7—566,5 (574,1) 
5738,1 

Ill. 533,0—523,3 (529,2) 
528,2 


IV. nicht erkennbar; Endabsorption 507,0. 


Beim Ubertreiben in 25°/,ige Salzsiure nahm deren 
Lisung eine blaue Farbung an, das beobachtete Spektrum 
war folgendes: 


Vergleichszahlen von Koproporphyrin 











I, 597,0—591,0 (593,4) 
594,0 ‘ 
II. bei 573,5 nur eine schwache 
Andeutung des Streifens (572,8) 
III. 557—556,4 543,2 (550,2) 
. 550,3 
551,9 


Spektralbefund der Eisessiglisung. 


Ihre Farbe war violett, der Farbstoff mit Ather nicht, 
wohl aber mit Chloroform extrahierbar. Das Spektrum wurde 
in Chloroform gemessen. 


I. u. If. 618,1—547,0; die Abgrenzung von zwei Streifen war nicht 
580,1 | 
deutlich zu erkennen; IIT. 506,0—484,0. 
495,0 
In verdiinnterer Lésung: 


I. 610,5—591,0; die Beschattung setzt sich fort bis IT. 589,0—567.5; 


600,8 518,2 
III. 506,2—492,2. 


499,2 

















Auf Zusatz von alkoholischer Zinkacetatlésung trat inten- 
sive Fluorescenz auf, wobei die Farbe in Griin-Blau iiberging. 
Der Streifen in Rot verschiebt sich stark nach links und der 
jetzt wohl differenzierte Spektralbefund ist jetzt folgender: 
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Spektrum des Zinksalzes von Mesobiliviolin 











I. 647,2—630,9 625,5 
639,1 
Il. 594,9 —572,8 578,2 
583,6 
III. 514,0—503,7 508,4 
508,9 


In der Struktur ist das beschriebene Spektralbild dem 
des Zinksalzes von Mesobiliviolin sehr &hnlich, die Streifen 
sind allerdings ziemlich stark nach links verschoben. : 

Es blieb nun noch der Gallensteinriickstand nach der 
Behandlung mit Eisessig zur Untersuchung. Zur Reinigung 
und Entfernung von Biliverdin wurde zunachst mit Alkohol 
extrahiert, dann die Extraktion mit Chloroform vorgenommen 
und so 6 mg reines krystallisiertes Bilirubin gewonnen. In 
Ubereinstimmung mit dem Verhalten des Bilirubins war ein 
Schmelzpunkt nicht festzustellen. Die Oxydation mit konz. 
Salpetersiure ergab kein Methylithylmaleinimid. Die Mikro- 
stickstoffbestimmung lieB an der Identitat des erhaltenen Pro- 
duktes mit Bilirubin keinen Zweifel. 


2,473 mg Substanz gaben 0,211 ccm N bei 17° 724 mm. 
C,,HyN,O, Ber. N 9,59°/, Gef. N 9,35). 


Petryleber (Lindner.) 


Bei den Vorversuchen hatte sich gezeigt, daB das aus 
frischem Blut mit 1 °/, iger alkoholischer Schwefelsiure gewonnene 
Hamatin bei der Behandlung mit Hydrazin—Kisessig—HCl nicht 
reines Kimmererporphyrin gibt, sondern es wurde ein Doppel- 
spektrum erhalten. 


I. 634,6—629,5; Il. 626,5—621,5 . 
632,1 624,0 








Es war daher die alkoholische Schwefelsiure zur Extraktion 
der Organe nicht geeignet und wir muBten nach einem anderen 
Lésungsmittel suchen. Als geeignet erwies sich Pyridin, das 
keine Verinderung des Hamatins bewirkt, wie folgender Ver- 
such zeigt: 
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Kine kleine Menge Hamatin (aus Himin durch Lésung in 
NaOH und Ausfaillen mit Kisessig gewonnen) wurde mit Pyridin 
unter Zusatz von etwas Eisessig einige Tage stehen gelassen 
und dann im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand 
wurde mit Kisessig aufgenommen, der Farbstoff in Ather ge- 
trieben und die sorgfaltig ausgewaschene Atherlésung ein- 
gedunstet. Dann wurde mit Hydrazin—Kisessig—HCl behandelt 
und so ein intensives Kiammererspektrum erhalten ohne eine 
Andeutung des Koprostreifens. 

Die mit Eisessig extrahierte Leber wurde mit Pyridin 
erschépfend ausgeschiittelt, was nach viermaligem je 6stiindigem 
Schiitteln erreicht war. Die ziemlich stark rot gefairbte Pyridin- 
lésung zeigte folgendes Spektrum: 














I. 626,7—621,5 ; II. 585,0—577,6 ; III. 569,5—559,3 ; 
6241 | 581,3 564,4 
IV. 546,8—528,0; eine neue Beschattung beginnt bei 511,2 und geht 
537,4 


allmaihlich in die Endabsorption iiber. 


Die Pyridinlésung wurde im Vakuum zur Trockne gebracht 
und der Riickstand mit Eisessig aufgenommen. Nach Zugabe 
der doppelten Menge Ather wurde mit Wasser entmischt. 
Dabei ging ein groBer Teil des Farbstoffs in die wiBrige 
Schicht (Lésung 4A). 

Die Atherlésung wurde griindlich mit Wasser ausgewaschen, 
sie zeigte spektroskopisch nur einen Streifen von oe 
und wurde nacheinander 5 mal mit 5°/,iger, dann 3 mal mit 
10°/,iger und schlieBlich 3mal mit 20°/,iger Salzsiure aus- 
gezogen und die Farbstoffe aus der Salzsiure je wieder in 
Ather getrieben. Dabei wurde aus der 5°/,igen Salzsaure 
deutlich meSbar Porphyrin gefunden und zwar wurde ein 
Doppelspektrum beobachtet: 

I. 634,5—629,6; II. 626,0—620,0. 

682,1 6230 

Aus der 10°/, igen Salzsiure wurde kein meBbares Spektrum 
erhalten, in die 20°/,ige Salzsiure war offenbar etwas Hamo- 
chromogen hineingegangen, denn in Ather wurde gemessen: 
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I. 565,7—552,0 (schwach); neue Beschattung ab etwa 541,7; geht 





558,9 
iiber in einen 2, Streifen von 529,3—516,4 (unscharf). 





522,9 
Kine neue Beschattung beginnt bei etwa 500 und geht in 
die Endabsorption tiber. — Nunmehr wurde die Atherlésung 
mit Wasser gewaschen und eingedampft. Eine Probe wurde 
mit Pyridin aufgenommen und zeigte folgendes Spektrum: 
I. 564,0—553,9;  Beschattung setzt sich fort bis 549,8; 
558,9 
II. 531,2—519,5. 
525,4 
Bei Zusatz von Hydrazin: 
I. 568,5—551,6; Beschattung setzt sich fort bis 547,5; 
557,6 
IL. 531,0—518,3. 
524,7 
Die Hauptmenge des Riickstandes wurde mit Hydrazin— 
Hisessig—HCl behandelt und nach dem iiblichen Verfahren 
folgendes Spektrum in Ather erhalten: 
I. schwacher Schatten 634,8—630,6 ; II. scharfer Streifen 
632,7 

















625,5—620,5 . 
623,0 

Gegen den Befund des Doppelspektrums kénnte der Einwand 
gemacht werden, daB dieses bedingt ist dadurch, daB dem Himin 
urspriinglich Koproporphyrin—Kupfer beigemengt sei, dieses bei der 
spektroskopischen Beobachtung mit dem Himin verschwinde und deshalb 
der Bevbachtung entginge. Wir untersuchten deshalb ein Gemisch von 
Himin und Koproporphyrin-Kupfer in Pyridin, Dieses zeigte einen 
scharfen Streifen von 569,4—558,1; die Beschattung setzt sich sehr 

568,8 

schwach fort bis 552. Auf Zusatz von Hydrazin erfolgt eine Ver- 
schiebung des Streifens; es wurde nunmehr gemessen: Scharfer Streifen 
563,2—551.0. Eine weitere Fortsetzung eines Schattens nach rechts 











557, 1 
trat nicht ein. Wir halten die Verunreinigung mit Kupfersalz fir un- 
wahbrscheinlich, weil die spektroskopische Messung in Pyridin (S. 31 oben) 
558,9 ergeben hat und nicht einen héheren Wert, wie bei Vorhandensein 
von Kupfersalz zu verlangen wire. 
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Die Porphyrinlésung wurde eingedampft und der Riick- 
stand in bekannter Weise mit gesittigter methylalkoholischer 
Salzséure verestert. Die Chloroformlésung zeigte neben dem 
normalen Koproesterspektrum einen deutlichen Streifen bei 
etwa 652. Es wurde abgelesen: 

I. 657,5—646,1; IL. 624,0—618,9 usw. 

651,8 621,5 

Aus Chloroform—Methylalkohol wurde der Ester krystalli- 
siert erhalten (Fig. 13). 

Herr Prof. Steinmetz hatte die Liebenswiirdigkeit, die 
Krystalle zu messen: ,,Sehr kleine Nadeln ohne deutliche 


86° / 
Endflachen, manchmal Durchkreuzungszwillinge ‘™: Aus- 








léschung 42—45°. Dichroismus gelb dunkel. 

Ein Kontrollpriparat von Koproporphyrinester aus Petry- 
kot zeigte im Gegensatz zu diesem Praparat eine Ausléschung 
von 35°. Herr Prof. Steinmetz teilte uns folgendes mit: ,,Beob- 
achtet werden 2 Typen: 1. Prismen mit etwa 35° Ausléschung, 
starke Absorption in der 35°-Ausléschung. Es sind dies 
Praiparate aus Petrykot und frither aus Hefe [vgl. Diese Zs. 
Bd. 138, 8S. 67 (1924)]. Sie sind aus Chloroform—Methyl- 
alkohol und zwar aus Mutterlauge krystallisiert. 2. Prismen 
mit etwa 45° Ausléschung. Sie sind vorwiegend aus Organen 
isoliert und durch vdélliges Verdunsten krystallisiert. Beide 
Typen kénnen von der gleichen Substanz ausgébildet werden, 
je nach verschiedenen (aber bestimmten) Lésungsgenossen. Ihre 
Identitat ist durch den krystallographischen Befund nicht aus- 
geschlossen und wiirde bewiesen, wenn durch einfache Krystalli- 
sationsmethoden eine Uberfihrung des einen in den anderen 
Typ gelainge.‘ 

Diese Uberfiihrung ist uns, wie hier vorweggenommen sei, 
nach beiden Richtungen gelungen und damit jeder Zweifel an . 
der Identitit der beiden Priparate behoben. Einmal gelang 
es uns, den Koproester aus Petrydarm, der zuerst in derForm 
mit etwa 42° Ausléschung krystallisiert war, durch mechanische 
Entfernung der Schmieren zu reinigen und als er dann wieder 
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umkrystallisiert wurde, resultierten nach dem Befund von 
Hrn. Prof. Steinmetz Prismen mit 35—36° Ausléschung. 
Zum anderen haben wir reinen Koproester (aus Petrykot) 
umkrystallisiert, dabei etwas von der farblosen, in langen 
Fasern krystallisierten Substanz zugesetzt, die wir bei allen 
unseren Organpraparaten als Verunreinigung erhielten, ohne 
ihre Natur genau feststellen zu kénnen, und durch Eindunsten 
in einer kleinen Krystallisierschale Krystalle erhalten, die wir 
wieder Hrn. Prof. Steinmetz vorlegten. Dieser teilte uns 
mit: ,In dem Schalchen befinden sich jetzt Krystalle mit der 
mehr an 45° liegenden Ausléschung. Sie diirfte genauer bei 
41—42° liegen und ist die Schwingungsrichtung der sehr 
stark absorbierten Strahlen.“ 
Die essigsaure Lésung A (s. oben) zeigte folgendes Spektrum: 
I. Verwaschener Streifen 581,0—571,3; Beschattung setzt sich fort 
576,2 
bis 563; II. 544,0—531,0; neue Beschattung beginnt bei etwa 505 und 
587,5 
geht in die Endabsorption iiber. Nach lingerem Stehen schieden sich 


Flocken aus, die sich in verdiinnter Natronlauge mit rein roter Farbe 
lésten und folgendes Spektrum zeigten: Nach Vorbeschattung 571,5—564,2 ; 


567,8 
ebenfalls nach Vorbeschattung 549,1—525,6; sie wurden abfiltriert, 


587,4 

getrocknet und mit Methylaikohol—Salzsiure verestert. 

Spektrum des Esters in Chloroform: 

I. 629,5—622,4 usw. 

ae 

Eine Probe der Chloroformlésung wurde eingedampft und 
mit 25°/,iger Salzsiure aufgenommen. 

Spektrum der Salzsiurelésung: 

I. 601,5—593,6; Il. 582.2—573,5; II. 562,2—546,1. 



































597,6 577,9 554,2 

n/10-NaOH: 

I. 615,9—608,0; II. 579,9—569.4—564,4—556,4; III 542,5—533,8 ; 
611.9 574,6 560,4 538,2 


IV. 510,5—496,0. 





508,5 
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Nach mehrmaliger Reinigung durch Umfallen aus Chloro- 
form—Methylalkohol gelang es, den Ester durch Verdunsten einer 
Chloroformlésung krystallisiert zu erhalten und zwar wurden 
teils die fiir den Uroporphyrin—Methylester charakteristischen 
feinen, haarférmig gebogenen Nadeln erhalten, teils auch sehr 
lang ausgebildete Krystalle, die wir Hrn. Prof. Ste#ametz vor- 
legten. Krystallographischer Befund: ,,Sehr lang prismatisch 
ausgebildete Krystalle von etwas briaunlich-orangeroter Farbe 
und einer mittleren Ausléschungsschiefe von 52% Kaum 
nachweisbarer Dichroismus, aber wohl starke Dispersion der 
Ausléschungsschiefen, da die Krystalle (im weiBen Licht) von 
der einen Richtung her gedreht iiber eine rote Interferenz- 
farbe, von der anderen iiber eine graugriine in die Dunkel- 
stellung iibergehen.“ 

Da die Liésung A nach dem Abfiltrieren der Abscheidung 
noch ziemlich stark gefirbt war, wurde sorgfiltig neutralisiert 
und mit Aluminiumhydroxyd durchgeriihrt. Der vom Aluminium- 
hydroxyd adsorbierte Farbstoff wurde mit Methylalkohol— 
Salzsiure verestert. Die Chloroformliésung des Esters war 
schmutzigbraun gefairbt, also offenbar sehr unrein, sie zeigte 
folgendes Spektrum: 


I. 629,0—622,5; die tibrigen Streifen waren sehr verwaschen. 
625,8 





Nach Verdampfen des Chloroforms wurde eine Probe in 
25°/,iger Salzsiure aufgenommen und folgendes Spektrum 
gemessen: 


I. 601,4—593,5; IL. 582,1—573,5; ILL. 562,3—546,0. 
597,5 577,8 554,2 
n/10-NaOH: 
I, 616,0—608,1 usw. 
612,0 














Es gelang, die Hauptmenge durch Umfillen aus Chloro- 
formmethylalkohol zu reinigen und dann aus Chloroform durch 
Verdunsten krystallisiert zu erhalten. Die sehr lang aus- 
gebildeten Krystalle waren nach dem Befund von Hrn. Prof. 
Steinmetz mit den oben beschriebenen identisch. 
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Versuche mit frischer Ochsenleber. 


100 g frische Ochsenleber wurden zerkleinert, mit Eisessig 
2 Tage stehen gelassen, vom Wisessig abfiltriert und erschépfend 
mit Pyridin extrahiert. Der Pyridinauszug wurde genau wie 
bei der Petryleber aufgearbeitet. Dabei ging beim Entmischen 
der Kisessig—Atherlésung in die waBrige Schicht ein brauner 
Farbstoff, der jedoch keine selektive Absorption erkennen lieB. 


Aus dem Ather ging in 5°/,ige Salzsiure eine sehr 
deutlich meBbare Menge Porphyrin; in Ather wurde ge- 
messen: 

I. 635,2—628,6 usw. 

631,9 





In 10- und 20°/,ige Salzsiure ging keine spektroskopisch 
erkennbare Menge Farbstoff. Aus dem Restather wurde nach 
dem Hindampfen das normale Hamochromogenspektrum und 
mit Hydrazin—Kisessig—HCl reines Ka&mmererporphyrin er- 
halten. 

Um mit Sicherheit entscheiden zu kénnen, ob in der 
Ochsenleber primar Porphyrin enthalten ist, wurde eine Leber 
(500 g) sofort nach dem Schlachten des Tieres (noch warm) 
zerkleinert und mit Pyridin unter Zusatz von wenig Lisessig 
8 mal je 6 Stunden ausgeschiittelt, Bei der Aufarbeitung wie 
oben ging in die 5°/,ige Salzsiure eine betrachtliche Menge 
Porphyrin; in Ather wurde gemessen; 


I. 635,4—629,0; II. sehr schwach 624,6—621,0 usw. 
682,2 622,8 


Mit Hydrazin—Kisessig—HCl wurde auch in diesem Fall 
reines Kimmererporphyrin erhalten und zwar wurde hier wie 
in anderen Fillen, wenn bei der ersten Behandlung nicht 
volistindige Porphyrinbildung erzielt wurde, das Verfahren 
ein zweites und drittes Mal wiederholt, ohne daB dabei je ein 
abweichendes Resultat erhalten wurde. 

Weiterhin wurde eine frische Ochsenleber mit Hisessig— 
Ather (1:2) ausgeschiittelt und auch so eine betrachtliche 
Menge Kimmererporphyrin nachgewiesen. 
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Petryherz. 


Das mit Eisessig vorbehandelte Organ wurde 4mal je 
6 Stunden mit Eisessig~Ather (1:2) an der Schiittelmaschine 
geschiittelt. Die Ausziige wurden mit Wasser entmischt und 
die Atherlésung nach griindlichem Auswaschen mit 5°/,iger 
Salzsiure extrahiert. In die Salzsiure| ging deutlich sichtbar 
Porphyrin, das in Ather gemessen wurde. 

I. 634,9—629,8; II. 625,9—621,6. 

632,4 623,8 

Dann wurde noch mit 20°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, 
die sich nur schwach schmutzig braun fairbte und die daraus 
erhaltene Atherlésung zeigte kein Absorptionsspektrum. 

Die verbleibende Atherlésung wurde mit Wasser griindlich 
ausgewaschen, dann eingedampft und in der bekannten Weise 
aufgearbeitet. Es ergab sich folgendes Himochromogenspektrum: 














In Pyridin: 
I. 563,0—552,5; keine Nachbeschattung; II. 538,0—517,7; End- 
557,8 527,9 


absorption 500,9. 
Zusatz von Hydrazin: 
I. 562,2—551,2; Nachbeschattung bis 548,0; II. 533,8—517,0; 
556,7 525,4 
Endabsorption 497,9. 
Mit Hydrazin—Hisessig—HCl wurde reines Kammerer- 
porphyrin erhalten: 
I, 684,7—629,2 usw. 
632,0 











Frisches Kalbsherz. 


400 g frisches Kalbsherz wurden zerkleinert und mit Eis- 
essig—Ather ausgeschiittelt. Schon nach zweimaligem Aus- 
schiitteln war der Riickstand erschépft. Es wurde die Lésung 
in bekannter Weise aufgearbeitet und eine deutlich meBbare 
Menge primar vorhandenes Kimmererporphyrin festgestellt. 

Spektrum (aus 5°/,iger Salzsiure in Ather): 

I. 634,9—628,2 usw. 

631,6 
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Nach dem Verdunsten des Haminithers: 
Hamochromogenspektrum. In Pyridin—Hydrazin: 
I. 563,7—548,4; IL. 533,4—520,6; Beschattung setzt sich fort 
556,1 527,0 
bis 512,5. 
Mit Hydrazin—Hisessig wurde reines Kimmererporphyrin 
erhalten. 
Spektrum in Ather: 
I. 635,0—628,9. 
632,0 











Petrylunge. 

Die mit Hisessig behandelte Lunge wurde 3mal mit EKis- 
essig—Ather ausgeschiittelt. Aus der gewaschenen Atherlésung 
konnte weder mit 5- noch mit 20°/,iger Salzsiure Porphyrin 
entzogen werden. Nach dem Verdampfen des Haminathers 
wurde folgendes Himochromogenspektrum gemessen: 

In Pyridin—Hydrazin: 

I. 562,6—551,7; Beschattung setzt sich fort bis 549,6; 

557,2 
II. 533,4—521,9; Beschattung setzt sich fort bis 514,5. 
527,7 

Mit Hydrazin—Eisessig—HCl wurde ein sehr scharfes 

Doppelspektrum erhalten: 














In Ather: 
I. 635,4—630,2; IL. 625,8—621,8. 
632,8 628,8 


In einer ebenso behandelten normalen Rindslunge konnte 
kein primires Porphyrin festgestellt werden. Es wurde das 
normale Hiamochromogenspektrum erhalten und mit Hydrazin— 
Hisessig—HCl bildete sich reines Kimmererporphyrin: 

Auch in einer sehr konzentrierten Lésung konnte keine 
Andeutung eines zweiten Streifens festgestellt werden. 


Petrydarm. 


Beim Ausschiitteln des mit Kisessig vorbehandelten Darms 
mit Eisessig—Ather resultiert eine rein rot gefirbte Lésung, 
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und beim Behandeln des Athers mit 5 °/,iger Salzsiure farbt 
sich diese ziemlich stark rot. Ihr Spektrum: 
I. 594,0—587,2; IL. sebr schwach 567,2—565,7; III. 554,8—541,4 . 
590,6 566,5 548,1 











Daraus in Ather: 
Sehr scharf I. 625,7—621,7 usw. 
628,7 


Das Porphyrin lieB sich als Methylester krystallisieren (Fig. 15). 
Herr Prof. Steinmetz, dem wir die Krystalle vorlegten, hat 
ihre Identitaét mit der Koproesterform von etwa 42° Aus- 
léschung festgestellt, und wie schon oben ausgefihrt, gelang 
durch Umkrystallisieren auch die Uberfihrung in die Form 
mit 35° Ausléschungsschiefe (Fig. 17). 

Nach dem Ausschiitteln mit 5°/,iger Salzsiure wurde 
noch mit 20°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, in die jedoch 
kein Farbstoff mehr hineinging. Die verbleibende Atherlésung 
war nur noch schwach gelb gefarbt. Nach dem Verdampfen 
blieb ein schwach gelbbraun gefarbter Riickstand, der nach 
dem Aufnehmen in Pyridin sehr verwaschen das Himo- 
chromogenspektrum zeigte: 

I. 564,8—558,0; neue Beschattung beginnt bei 536 und geht all- 


558,9 
mihlich in die Endabsorption iiber. 








Bei der Behandlung mit Hydrazin—Eisessig-HCl lieB sich 
kein Porphyrin erhalten. 

Nach erschépfender Behandlung mit Eisessig—Ather wurde 
der Darm dann noch mit Pyridin ausgeschiittelt und dabei 
eine ziemlich stark rot gefarbte Pyridinlésung erhalten. 
Spektrum: 


I. 625,4—620,4; Tl. 581,9—5762; ll. 568,8—559,4 ; 














622,9 579,1 564,1 
IV. 537,5—526,3 ; V. 509,83. — Ende nicht meBbar. 
531,9 


Die Pyridinlésung wurde eingedampft und der Riickstand 
mit Methylalkohol—Salzsiure verestert. Der Ester gab in 
Chloroform ein unscharfes Spektrum, scharf war der erste 
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Streifen 625,0—619,7, wihrend die Battie Streifen sehr ver- 
waschen waren. 

Da keine Krystallisation zu erzielen war, wurde in Kis- 
essig—Ather aufgenommen und aus der Atherlisung der Kopro- 
ester mit 5°/,iger Salzséiure ausgezogen. Spektrum der HCl- 
Lésung: 

I. 595,5—585,7 usw. 

590,6 

Der Ester lieB sich aus der Salzsiure wiedergewinnen, 
wurde krystallisiert erhalten und von Herrn Prof. Steinmetz 
identifiziert (Form mit 42° Ausléschung) (Fig. 18). Spektrum in 
Chloroform: 

I. 624,5—618,2 usw. 














621,4 
Der Ather blieb intensiy rot gefarbt und zeigte folgendes 
Spektrum: 
I. 569,8—554,2 ; IL. 538,6—516,4 . 
562,0 520,0 


Beim LEindunsten krystallisierte das Kupfersalz in zu 
dichten Biischeln vereinigten Nadeln, die jedoch in Schmieren 
eingebettet waren, so daB eine Isolierung und ebenso eine 
krystallographische Messung nicht méglich war. 

Kine Probe des Kupfersalzes wurde mit Hydrazin—Kis- 
essig—Salzsiure behandelt und dabei reines Koproporphyrin- 
spektrum erhalten. In Ather wurde gemessen: 

I. 624,8--621,4 usw. 

623,1 





Kalbsdarm. 


420 g frischer gereinigter Kalbsdarm wurde mit Hisessig— 
Ather ausgeschiittelt. Die goldgelb gefairbte Atherlésung gab 
beim Ausschiitteln mit 5 °/,iger Salzsaiure an diese wenig eines 
roten Farbstoffes ab, der jedoch auch nach dem Ubertreiben 
in Ather keine selektive Absorption zeigte. 

Kin Hamochromogenspektrum konnte nach Verdampfen 
der Atherlésung und Aufnehmen mit Pyridin nicht beob- 
achtet werden. 3 
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Beim Ausschiitteln des Darms mit Pyridin resultierte 
eine nur schwach gelb get arbte gon ohne selektive Ab- 
sorption. 


Petryniere. 


Die mit Eisessig vorbehandelte Niere wurde 3mal je 
6 Stunden mit Kisessig—Ather ausgeschiittelt, worauf kein Farb- 
stoff mehr in Lésung ging. Die Eisessig—Atherlésung wurde 
in gewohnter Weise verarbeitet und folgende Resultate er- 
halten: 

In 5°/,ige Salzsiure ging Porphyrin, das dann in Ather 
ein sehr scharfes Koprospektrum zeigte. 

I. 625,9—621,4 usw. 

623,7 





Es wurde verestert, und der Ester aus Chloroform—Methyl- 
alkohol krystallisiert. Nach dem Befund von Herrn Prof. Stein- 
metz besteht Identitat mit Koproester und zwar liegt wieder 
die Form mit etwa 42° Ausléschung vor. 


In 20°/,ige Salzsiure ging kein Porphyrin. 

Nach dem Verdampfen der Atherlésung wurde folgendes 
Himochromogenspektrum gemessen. 

In Pyridin—Hydrazin: | 

I. 564,9—551,9 ; Beschattung setzt sich fort bis 549,3; II. nach 

558,4 
Vorbeschattung 531,6—523,5 ; Beschattung setzt sich fort bis 518. 
527,6 


Durch Behandeln mit Hydrazin—Kisessig—HCl entstand 
Porphyrin, und zwar wurde ein Doppelspektrum beobachtet. 


In Ather: 


I, 635,8—631,0 ; IL. schwicher, aber deutlich 626,2—620,8 . 
633,4 628,5 

Die Isolierung eines krystallisierten Esters gelang nicht. 

Die mit Kisessig-Ather erschépfend behandelte Niere 

wurde dann mit Pyridin ausgeschiittelt und es wurde eine 


sehr stark rot gefirbte Lésung erhalten. Sie nsigie: folgendes 
Spektrum: 














6* 
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I. 627,8—621,8 ; IL 585,7—577,7 ; IIL schwach 572,0—566,2 ; 














624,8 581,7 569,1 
IV. 550,1—530,9 ; V. 512— Ende nicht mehr ablesbar. 
540,5 


Die Pyridinlésung wurde eingedampft und der Rickstand 
mit Eisessig aufgenommen. Beim Versetzen mit Ather trat 
eine flockige Abscheidung ein (A), die Lésung blieb aber auch 
nach dem Stehen iiber Nacht noch intensiv gefairbt und zeigte 
folgendes Spektrum: 


I. schwach 625,4—619,2 ; II. 582,4—573,8 ; III. nach Vor- 











622,8 578,1 
beschattung 549,2—etwa 527; dann schwache Aufhellung, ab 516 be- 
588,1 


ginnt neue Beschattung, die allmihlich in die Endabsorption iibergeht. 


Es wurde nun mit Wasser entmischt, wobei ein Teil des 
Farbstoffs mit tiefroter Farbe in die wiBrige Schicht ging 
(Lésung B). Der Ather wurde nach mehrmaligem Auswaschen 
mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, die schmutzig braunrot 
gefirbte Salzsiure zeigte folgendes Spektrum: | 


I. 595,1—587,6 ; Il. schwach 577,0—566,7 ; III. 555,3—542,5 . 
591,4 571,9 548,9 











Aus der Salzsiure wurde in Ather getrieben und es wurde 
ein auffallend scharfes Porphyrinspektrum erhalten, obwohl 
die Lésung schmutzig braunrot gefarbt war. 


I. 624,2——620,5 usw. 
622,4 
Es gelang, den Ester krystallisiert zu erhalten (Fig. 12), 
und zwar lag nach dem krystallographischen Befund wieder 


die Form mit etwa 42° Ausléschung vor. 
Spektrum in Chloroform: 


I, 624,5—618,5 usw. 








621,5 


Die mit 5°/,iger Salzsiure extrahierte Atherlisung blieb 
deutlich gefirbt und zeigte in konzentrierter Lésung folgendes 
Spektrum: 
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a 565,6—557,6 ; neue Beschattung beginnt bei etwa 583 und geht 
561,6 
allmihlich in die Endabsorption iiber. 
Die oben erwahnte braunrote. flockige Abscheidung A zeigte, 
in verdinntem Ammoniak gelést, folgendes Spektrum: 
I. 583,0—572,0 ; II. 544,2—533,4 ; neue Beschattung beginnt 
577,5 538,8 
bei 505,8 und geht in die Endabsorption iiber. 
In n/10-NaOH wurde auch in konzentrierter Lésung keine 
Andeutung eines Streifens im Rot erhalten. 
I. 580,8—569,5 ; II. 548,8—532,9 . 
575,2 538,4 
Es wurde nun mit Methylalkohol—Salzsiure verestert. Die 
Methylalkohol—Salzsiurelésung zeigte folgendes Spektrum: 
I. 603,3—595,1 ; II. 582,8—575,2 ; III. 564,1—546,6 . 
599,2 579,0 555,4 
In Chloroform zeigte der Ester ein reines Porphyrin- 
spektrum: 
I. 628,7-—-622,4 usw. 
625,6 
Kine Probe in 25°/,iger Salzsiure: 
I. 601,4—593,5 ; Il. 581,0—573,3 ; III. 562,5—545,4 . 
597,5 517,4 554,0 






































Nach dem Verdampfen der Salzsiure im Vakuum und 
Aufnehmen in n/10-NaOH: 

L 615,9—607,8 ; II. 565,4—556,0 ; III. 543,2—538,9 ; neue 
611,9 560,7 538,6 
Beschattung beginnt bei 512,7 und geht allmihlich in die Endabsorp- 

tion iiber. : 

Aus Chloroform—Methylalkohol wurde der Ester krystalli- 
siert erhalten (vgl. Fig. 16). Im ganzen wurden 2,5 mg reines 
Produkt isoliert; sein Schmelzpunkt lag bei 285°, nach Sintern 
ab 281°, der Mischschmelzpunkt mit Uroporphyrinmethyl- 
ester aus Petryharn bei 286° nach Sintern ab 279°, — 
Die oben erwaihnte Lésung B wurde mit NaOH genau neutrali- 
siert und mit Aluminiumhydroxyd verrihrt. Dabei wurde der 
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Farbstoff gré8tenteils vom Aluminiumhydroxyd adsorbiert, die 
Lésung war nach dem Abfiltrieren nur noch braungelb gefarbt 
und zeigte auch in dicker Schicht keinen Absorptionsstreifen. 
Die Abscheidung wurde verestert. Spektrum des Esters in 
Chloroform: 

I. 628,8—622,6 usw. 

625,7 

In 25°/,iger Salzsaure: | 

I. 600,9—598,9 ; II. 581,7—573,8 ; Ill. 561,9—546,4 . 


























597,4 517,8 554,2 
n/10-NaOH: 
I. 616,0—607,9 ; If. (mach Vorbeschattung) 566,4—555,8 
611,9 -561,1 
III. 542,9—534,6 ; IV. 511,0—497,5 . 
538,8 504,3 
Kalbsniere. 


300 g frische Kalbsniere wurden zerkleinert und mit Kis- 
essig—Ather erschdpfend ausgeschiittelt. In dem Auszug war 
primar vorhandenes Porphyrin nicht nachweisbar, die Ather- 
lésung wurde verdampft, der Riickstand ergab folgendes Himo- 
chromogenspektrum: : 

I. 563,1—552,2 ; Il. 582,0—etwa 520. 

557,7 528 
Mit Hydrazin—Kisessig entstand reines Kimmererporphyrin: 
I. 635,2—629,1 usw. 
632,2 

Bei nun folgendem Ausschiitteln der Niere mit Pyridin 
wurde nur ein goldgelb gefirbter Auszug erhalten, der keine 
selektive Absorption zeigte. Auch nach dem Verdampfen konnte 
weder Haimochromogen- noch Porphyrinspektrum beobachtet 
werden. 











> 


| Petrypankreas. 
Bei der Behandlung mit Eisessig—Ather ging kein Por- 
phyrin in Lésung. Nach Verdampfen der schmutzig-braunen 
Atherlésung zeigte der Riickstand in Pyridin folgendes Spektrum: 





C55 SEER PIES NE 4 35587 
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I. sehr schwach 567,8—557,3; neue sehr verwaschene Beschattung 
562,3 
beginnt bei etwa 535; ihr Ende 1a8t sich nicht ablesen. 
Bei Zugabe von Hydrazin erfolgt keine Veriinderung des 
Spektralbefundes. 

Bei nun folgendem Schiitteln des Oreiae mit Pyridin 
wurde eine schwach rot gefairbte Lésung erhalten, die folgen- 
des Spektrum zeigte (alle Streifen sehr schwach): 

I. 627,4—620,9 ; II. 587,0—577,0 ; «IIT. 569,9—559,7 ; 

















Be ee CP A eR alo oa 





624,2 582,0 564,8 
IV. 546,4—529,9 ; V. 510,4— beginnt eine neue Beschattung, die in 
588,2 


die Endabsorption iibergeht. 

Die Pyridinlésung wurde im Vakuum eingedampft und 
der Riickstand verestert. Der Ester zeigte in Chloroform ein 
Porphyrinspektrum: 

I. 627,3—621,5 usw. 

624,4 

Es gelang nicht, die auBerordentlich geringe Menge des 
Py Esters zu krystallisieren, und als der Riickstand der Chloro- 
a formlésung dann mit 25 °/,iger Salzséure aufgenommen wurde, 
konnte kein Porphyrinspektrum mehr beobachtet werden. 


NES EPS a NC MR RY asap ts So 





Sake NR pangs acs 


Petrymuskelfleisch (frisch untersucht), 


500 g der Petrymuskulatur wurden 2mal je 6 Stunden 
mit Hisessig—Ather ausgeschiittelt und die Lésung in gewohnter 
Weise verarbeitet. Beim Ausziehen mit 5°/ iger Salzsiure 
ging Porphyrin in diese, in Ather wurde gemessen: 

I. 626,3—622,0 usw. 

624,1 

In 20°/,ige Salzsiure ging kein Farbstoff. Die ver- 
bleibende Atherlésung wurde eingedampft und der Riickstand 
in Pyridin aufgenommen. 

Spektrum der Pyridinlésung: 

_ Verwaschener Streifen von 567,4—558,4 ; eine neue Beschattung 

562, 9 








beginnt bei 535. 
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Auf Zusatz yon Hydrazin erfolgte keine Anderung des 
Spektralbefundes. 


Bei der Behandlung mit Hydrazin—Eisessig—Salzsiure 
konnte kein Porphyrin erhalten werden. 


Das Muskelfleisch wurde dann noch 2mal lingere Zeit 
mit Pyridin geschiittelt, die schwach rotbraun gefarbte Lésung 
zeigte nach dem Kindampfen auf ein geringes Volmen folgen- 
des Spektrum: 

I. sehr unscharf 585,8—577,1 ; eine neve Beschattung beginnt 

581,9 





bei 549,9. 

Es wurde zur Trockne verdampft, mit Eisessig—Ather auf- 
genommen und mit Wasser entmischt. Die Atherlésung war 
rotbraun gefarbt, zeigte aber keine selektive Absorption. Die 
wiBrige Schicht zeigte im Dezimeterrohr gemessen folgendes 
Spektrum: ) 

Sehr unscharf I. 624,0—619,5 ; II. 584,7—578,0; III. 548,5—528,7. 

621,8 578,9 538,6 











Petrymuskelfleisch nach Faulnis. 


Etwa 2 Pfund Fleisch wurden 7 Monate bei 37° der 
Faulnis unterworfen, die ganze Menge schlieBlich nach unserer 
Kisessig—Athermethode verarbeitet. Es ergaben sich folgende 
spektroskopische Befunde: 




















In Ather: 
I. 625,3—619,2 (deutlich); II. 598,4—598,8 (sehr schwach); 
622,2 596,1 
III. 580,2—570,3 (schwach); IV. 570,3—-564,1 (deutlich); V. 530,9—521,9 
575,2 567,2 526,4 
(stark); VI. 505,6—482,7 (stark); VII. (Maximum: 464,9); Endabsorption 
494,1 


489,1. Ein weiterer Streifen scheint noch bei etwa 450,8—439,9 zu sein? 
25°/, ige Salzsiure: 
L. 597,5—590,8 (stark); II. 577,2—570,8 (schwach); III. 558,8—540,3 











598,9 574,0 ° 549,5 
(intensiv); Endabsorption 447,1. 
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5°/, ige Salziure: 
I. 594,1—586,1 (deutlich); II. 573,2—565,3 (sehr schwach); 





























590,1 569,2 
Til. 558,7—539,0 (stark); Endabsorption 432,4. 
546,38 
Veresterungsversuch: 
Chloroformlésung: 
I. 625,0—619,0 (deutlich); II. 599,2—598,2 (iuBerst sehwach); 
622,0 596,2 
IL. 581,2—570,1 (schwach); IV. 570,1—564,7 (deutlich); V. 537,9—526,6 
515,6 567,4 582,2 
(stark); VI. 511,8—493,7 (intensiv); Endabsorption 469,3. 
502,7 


Es erfolgte keine Krystallisation. 


Der Himinaither von der Aufarbeitung der der Faulnis 
iiberlassenen Petrymuskulatur wurde zunichst noch sechsmal 
mit 20°/, iger Salzsiure ausgezogen. Diese farbte sich ziemlich 
intensiv rot, zeigte aber kein Porphyrinspektrum, sondern nur 
einen verwaschenen Streifen von 551;2—530,7. Nunmehr 
wurde der Ather mit Wasser ausgewaschen und zur Trockne 
gebracht. Eine Probe des Riickstandes in Pyridin zeigte 
folgendes Himochromogenspektrum: 

I, 559,0—544,0; Il. 529,5—513,8 (sehr verwaschen). 

551,5 521,7 








Nach Zusatz von Hydrazin: 
I. 553,6—542,7; II. 528,2—511,9. 
548,2 517,6 








Die Hauptmenge wurde mit Hydrazin—Hisessig in der 
gewohnten Weise auf Porphyrin verarbeitet. Es resultierte 
eine ziemlich betrichtliche Menge Porphyrin, das in Ather 
folgendes Spektrum zeigte: 

I. 627,0—619,0 usw. 

623,0 
Daneben war noch ein sehr schwacher Schatten bei etwa 643 
zu erkennen. Das Porphyrin wurde verestert, die Lésung des 
Esters in Chloroform zeigte das Spektrum: 
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I, 623,5—617,6 usw. 
620,6 
Deutlich ausgebildete Krystalle konnten nicht erhalten werden. 
Im Anschlu8 an diese Versuche seien die Versuchsdaten 
nnserer in der 16, Mitteilung (Diese Zs. Bd. 145, S. 205) 
erwahnten Spontan-Blutfaiulnisversuche, bei denen nach kurzer 
Faulnis bereits ,,.Koproporphyrin“ auftrat, wiedergegeben. 





Spontane Blutfiulnis bei Zimmertemperatur. 

Am 8. April wurde 1 Liter Blut angesetzt. Es trat schon 
nach wenigen Tagen Faulnis ein. Am 24. Mai wurde zum 
erstenmal bei der Verarbeitung einer Probe nach der Kis- 
essig—Athermethode primires Porphyrin beobachtet, nach der 
spektroskopischen Messung wenig ,,Kopro“ neben Kimmerers 
Porphyrin: 

I. 634,5—628,9 ; II. 624,5—621,9 (schwach). 

631,7 623,2 
Der Himinither wurde zur Trockne verdampft. Eine 


Probe gab folgendes Himochromogenspektrum: | 
I. 561,4—552,4, die Beschattung setzt sich fort bis 548,8; 
556,9 
II. 528,8—518,9. 
528,9 : 
Bei der Verarbeitung mit Hydrazin—Kisessig wurde ein 
Porphyrindoppelspektrum erhalten: 
I. 684,4—629,0; II. 624,6—622,0 (sehr schwach). 
631,7 623,83 
Bei einer Reihe von analogen Versuchen konnte die 
Bildung von primarem Porphyrin nicht beobachtet werden. 




















Blutfaulnis unter Zusatz von Soda. 

Bei den Fiaulnisversuchen unter Zusatz von 1°/, Soda 
war manchmal schon nach wenigen Tagen Porphyrinbildung 
eingetreten. : 

So wurde bei 2 Versuchen, die am 27. Marz angesetzt 


waren (spontane Faulnis bei 37°) am 1. April gemessen: 
I. 683,5—630,2 baw. 634,5—628,9; II. 623,2—620,4 (schwach). 











631,8 681,7 621,8 
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Bei 2 Versuchen, die gleichzeitig mit verdiinntem Blut 
angesetzt wurden (20 ccm plus 80 ccm Wasser), konnte keine 
Porphyrinbildung konstatiert werden. 

Hine gréBere Versuchsreihe wurde am 23. April angesetzt, 
und zwar wurden bei 37° unter Zusatz von 1°/, Soda je 
2 Versuche der spontanen Faulnis iiberlassen, 2 mit gefaultem 
Blut und 2 mit Faulnisbakterien geimpft. Bei der Ver- 
arbeitung von Proben am 27. April (die Reaktion war in allen 
Fallen alkalisch) zeigte sich, daB bei einem Versuch bei spon- 
taner Faulnis intensive Bildung von Kimmerers Porphyrin 
erfolgt war, ebenso bei einem der mit gefaultem Blut ge- 
impften, beim zweiten sowie bei dem einen der mit Faulnis- 
bakterien geimpften Ansitze wurde ein schwaches Doppel- 
spektrum beobachtet. 

Der Himinither von diesen Versuchen lieferte bei der 
weiteren Verarbeitung das normale Himochromogenspektrum, 
nur in einigen Fallen konnte eine schwache Nachbeschattung 
konstatiert werden. Bei der Verarbeitung mit Hydrazin—His- 
essig entstand vorwiegend Kimmerers Porphyrin neben wenig, 
eben noch meBbar, ,,Koproporphyrin“, z. B. wurde gemessen: 

634,3—629,0 ; 624,6—622,0. 

681,7 623,38 

Von den iibrigen zahlreichen Versuchen sei noch folgender 
beschrieben, bei dem die Faulnis langere Zeit gedauert hatte: 

Am 8. April wurde 1 Liter Blut mit 1°/, Soda versetzt 
und bei 37° der spontanen Faulnis tiberlassen. Am 22. war 
die Reaktion saver, es wurde deshalb nochmals 1°/, Soda 
zugesetzt. Am 28. April wurde eine gréBere Probe aufgearbeitet 
(Reaktion war alkalisch). Es ergab sich folgendes primares 
Porphyrin: 

I. 634,7—629,0 ; IL. 623,4—619,9. 

631,8 621,2 

Himochromogenspektrum in Pyridin—Hydrazin: 

I. 562,3—553,5 ; Il. 548,3—544,7 (schwach); III. 527,3—517,3 . 

557,9 546,5 522,3 

Bei der Behandlung mit Hydrazin—Kisessig wurde wieder 

ein Doppelspektram erhalten. 
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In Ather: 
I. 684,7—628,5 ; II. 623,7—619,4. 
681,6 621,6 

Aus diesen Versuchen folgt eindeutig, daB bei der spon- 
tanen Blutfaulnis oder auch nach Impfung 2 Porphyrine neben- 
einander entstehen kénnen. Die Klarlegung der Verhiltnisse 
kann natiirlich nur durch die Krystallisation der zugehiérigen 
Porphyrine erfolgen. Ginzlich unzulissig erscheint es, auf 
Grund von gelegentlichen spektroskopischen Verschiebungen 
auf neue Porphyrine schlieBen zu wollen. 








Verarbeitung von Knochenmark. (Hilmer.) 


Vom Knochenmark standen insgesamt 60g zur Verfiigung. 
Diese wurden in 2 Portionen verarbeitet, das Resultat war 
gleichartig. Angewandt wurde unsere Kisessig—Athermethode. 
Der Extrakt in 5°/,iger Salzsiure ergab folgenden spektro- 
skopischen Befund: 

I. 623,6—614,4 (sehr schwach); IL. 597,4—587,5; IL. 575—568,3 ; 

619,0 592,4 571,6 
IV. 558,7—549,4 (intensiv). Geringe Aufhellung bis 546,4; V. 546,4—539 
554,0 542.7 
(intensiv); VI. 526,83—521,6 (sehr schwach); VII. 514,7—503; End- 
. RBrwtrka! soll . 
523,9 508,8 

















absorption 427,4. 

Die beiden Streifen VI und VII sind so schwach aus- 
gebildet, daB es nicht ausgeschlossen ist, dab es sich um 
Kontrasterscheinungen handelt. Sollte ein neues Porphyrin 
vorliegen, wire es kaum faBbar. 

Aus Salzsiure in Ather in der iiblichen Weise iiber- 


getrieben: 
I. 650--688,7 (uBerst schwach); II. 626—620,8 (stark und scharf); 
Smecmemmeen, carevomnaee ed 




















644,38 628,1 
Ill. 614,7—610 (auBerst schwach); IV. 600,2—594,6 (schwach); 
ed ~ il e 
612,38 597,4 : 
V. 582,7—578,8 (deutlich); VI. 569,6—566,3 (stark); VII. 584,5—522,9 
578.0 567,9 528,7 
(stark); VIII. 506,5—481,5 (stark); IX. 470,8—457,7 (sehr schwach); 
494,4 464,2 


Endabsorption 438,0. 
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In 25°/,iger Salzsiure: 











I. 597,7—589,0 (deutlich); II. 576,5—570,5 (sehwach); 
593,8 578,5 
Ili. 557,1—542,7 (stark); Endabsorption 421,6. 
549,9 


Streifen III macht den CEindruck eines Doppelstreifens: 
557,1—550,9 ; Aufhellung bis 548,3, ab hier bis 542,7. 


554,0 545,5 
In n/10-NaOH: 
Sehr deutliches Spektrum; I. 619,4—607,3 (sehr deutlich, aber 




















613,3 
unseharf); IJ. (574,1—) 566,2—555,4 (sehr ‘deatitoh, aber unscharf); 
560,8 
Til. 540,2—529,0 (intensiv); IV. 510,3—489,7 (intensiv); Endabsorption 
534,6 500,0 


437,5. 

Die spektroskopischen Befunde und die physikalischen 
Kigenschaften (Atherléslichkeit) sprechen fir Koproporphyrin, 
beim Atherspektrum fallt der Streifen I aus der Reihe heraus, 
es ist offenbar derselbe Streifen, den wir auch in der Thorax- 
fliissigkeit und in der Galle (S. 65) beobachtet haben. 


Die Veresterung des eingedampften Atherextraktes wurde 
in der iiblichen Weise vorgenommen. Es trat Krystallisation 
ein, der Hauptsache nach S-Form, also Koproporphyrinester 
und hiermit stimmte auch der spektroskopische Befund in 
Chloroform: 

I. 624,9—618,9 (stark); IT. 598,0—593,6 (@uBerst schwach); III. nach 

















621,9 595,8 
Vorbeschattung 571,5—555,8 (intensiv); IV. 538,9—522,6 (stark); 
568,5 530,7 
V. (507—) 501,8—493,0 (stark); Endabsorption 432,1. 
497,4 


Der mit Salzsiure erschépfte Himinither wurde nochmals 
eine Nacht mit 5°/,iger Salzsiure unterschichtet stehen ge- 
lassen, es zeigte sich, keine sekundare Ausscheidung. Eine 
Probe des Himinithers gemessen zeigte zwei Linen 
verwaschene Streifen: 
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I. 552,3—585,8; IL 514,8—487,3. 
544,0 500,8 

Hine andere Probe des Restiithers wurde abgedampft und 
mit Pyridin aufgenommen. Die Pyridinlésung zeigt Himo- 
chromogenspektrum: : 

I. 563,7—553,0 (stark); II. 536,4—519,1; Endabsorption nach Vor- 

558,3 527,7 
beschattung intensiv ab 470,6. 

Der restierende Himinather wurde mit n/10-NaOH ex- 
trahiert und dann der NaOH-Auszug mit Essigsiure angesduert. 
Dabei schied sich ein Niederschlag ab, der mit 8 ccm Hisessig 
aufgenommen und dann mit 2 ccm Kisessig -+- Hydrazinhydrat 
versetzt wurde. In das doppelte Volumen 25°/, ige Salzsiure 
gegossen, in Ather iibergetrieben und mit 5°/,iger Salzstiure 
wieder ausgezogen. 


5°/,ige Salzsiure: deutliches Spektrum. 
I. 602,0—595,4; Il. 580,1—574,1; III. 560,6—549,9; —_End- 



































598,7 577,1 555,2 
absorption 428,7. 
Ather: 
I, 634,3—628,0 (schwach); II. 587,8—573,2 (deutlich); 
681,1 580,5 
ILI. 541,0—531,7 (deutlich); IV. 513,3—495,1 (sehr deutlich); End- 
536,38 504,2 


absorption 454,4. 
Eine nachtragliche Messung des wichtigen Streifens I 
durch einen zweiten Beobachter ergab: 


634,2—628,5. Die Beschattung setzt sich leicht fort bis 622; ein 
681,8 
deutlicher Streifen ist jedoch nicht zu sehen! 
25°/, ige Salzsaure: 














I. 599,6—598,6 (schwach); If. 579,7—560,3 (deutlich); 
596,6 570,0 
III. 560,83—547,2 (sehr deutlich); Endabsorption 442,1. 
503,7 


Das Knochenmark bildete nach der Extraktion mit Eisessig— 
Ather ein seesandartiges gelbbraunes Pulver, das mit 5°/, iger 
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Bicarbonatlésung erschépfend ausgezogen wurde. Die Lésung 
farbte sich stark rot und ergab folgenden spektroskopischen 


Befund: 
I. 616,6—608,7 (deutlich, aber verwaschen); 1. 576,0—562.6 

















612,6 569,3 
(schwach u. verwaschen); III. 562,6—555,5 (deutlicher); IV. 543,1—534,5 
559,0 538,8 
(stark); V. 510,8—494,7 (stark); Endabsorption 443,7. 
502,7 


Dieser spektroskopische Befund spricht fiir Uroporphyrin 
und damit steht im Kinklang, da8 nach Ansiuern mit Hisessig 
kein Porphyrin in den Ather iiberging. In der Essigsaure 
konstatierten wir folgenden spektroskopischen Befund: 


I. 625,6—618,8 (sehr schwach); II. 583,1—563,4 (verwaschen); 














622,2 573,2 
ITI. 589,6—530,0 (deutlich, aber verwaschen); IV. 509,0—491,8 (deutlich); 
534,8 500,4 


Endabsorption 425,6. 
Etwa 25°/, ige Salzsiure (aus NaHCO,-Lisung + konz. HCl): 
I. 601,3—593,0 (schwach); II. 580,1—572,1 III. 560,0—548,3 
597,1 576,1 554,4 
(deutlich); Endabsorption 425,2. 

Die Bicarbonatlésung wurde mit Essigsiure angesauert 
und stehen gelassen. Es setzte sich ein roter Niederschlag 
ab, der in 25°/, iger Salzsiure folgendes Spektrum zeigte: 

I. 601,7—598,5 (sehr deutlich); II. 580,8—573,3; III. 561,7—547,0; 

597,6 577,0 54,3 
Endabsorption 427,6. 
Das Uroporphyrin (nach dem spektroskopischen Befund 


und der Atherunldslichkeit) wurde nun verestert nach Ver- 
einigung mit der entsprechenden Menge aus dem zweiten Teil’) 
des Knochenmarks. Die Verarbeitung war in der itiblichen 
Weise, und es wurden charakteristische Uroporphyrinester- 
krystalle erhalten (Fig. 14). Hiermit stimmte auch der spektro- 
skopische Befund in Chloroformlésung. 























1) Die Beschreibung der Verarbeitung des zweiten Teiles des 
Knochenmarks eriibrigt sich. Alle Befunde waren genau wie beim 


ersten Teil. 


XA 
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I. 629,1—621,8 (intensiy); II. 601,5—596,4 (schwach); 
625,4 598,9 
III. 585,8—573,0 (sehr deutlich); IV. 573,0—566,7 (intensiv); 
579,4 569,8 
V. 541,8—527,9 (intensiv); VI. 515,7—486,3; Endabsorption 449. 
534,8 501,0 


Der Riickstand nach der Bicarbonatextraktion der Gesamt- 
menge des Knochenmarks ergab Fe”, Ca”, Mg”, K’(Na), Po,””. 

Kine Probe auf 8S war positiv. 

Der Stickstoffgehalt betrug etwa 11°/,, die Gesamtmenge 
wog 9g. Auf die nihere Besprechung dieses Riickstandes 
werden wir gelegentlich der analogen Analyse der pernizidsen 
Animie zuriickkommen. Wie oben beschrieben, haben wir 
die Organe Petrys in Hisessig konserviert. Hierbei ging ein 
Teil der Farbstoffe in den Eisessig hinein. Die Verarbeitung 
dieser Hisessigextrakte erfolgte immer in der gleichen Weise, 
d.h. es wurde mit Ather versetzt, wenn ndtig, filtriert, mit 
Wasser entmischt und der Eisessig—Atherextrakt dann mit 
5°/, iger Salzsiure ausgeschiittelt. Die 5°/, ige Salzsiure wurde 
spektroskopiert, dann wurde in Ather tibergetrieben mit Hilfe 
von Na-Acetat, wieder gemessen und endlich aus Ather wieder 
in 25°/,ige Salzsiure hineingetrieben. Folgende Befunde 
wurden erhalten: 


Petryleber. 


Kisessig—Atherextrakt gelbbraun. 
5°/,ige Salzsiure: 
I. 592,0—588,1 (eben noch meBbar); II. nicht mehr meBbar; 














590,0 
Hil. 554,0—543,8 (auBerst schwacher Urobilinstreifen; Endabsorption 
548,6 
481,17, 
Ather: 
I. 625,1—621,6 (schwach); II. 582,4—576,4 (schwach, Aufhellung 
628,3 579,4 
bis 561,7; Tif. 561,7—555,1 (deutlicher); IV. 529.8—523,5 ; 








558,4 526,6 
V. 501,6—488,0;  Endabsorption 482. 





494,8 
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25°/,ige Salzsiure: deutliches Spektrum. 
I. 597,7—590,5 (deutlich); II. 577,9—570,0 (sehr schwach); 












































594,1 573,9 
Ill. 557,0—543,5 (sehr deutlich); Endabsorption 429,6. 
50,2 
Petryherz. 
5°/, ige Salzsiure: 
I. 592,3—588,4 (sehr schwach); IJ. nicht mehr meBbar; 
590,3 
III. 552,5—-540,4 (schwach, aber deutlich); IV. sehr schwacher und 
546,4 
verwaschener Urobilinstreifen; Endabsorption 418,3. 
Ather: 
I. 625,4—620,7 (deutlich); II. 599,7—592,1 (duBerst schwach); 
628,0 595,9 
ITI. 581,7—573,0 (schwach); IV. 570,2—566,6 (deutlicher); 
577,3 568,4 
V. 583,1—523,2 (deutlich); VI. 505,9—490,4 (deutlich); Endabsorption 
528,1 498,1 
487,17. 
25°/, ige Salzsiure: deutliches Spektrum. 
I. 597,5—591,7 (deutlich); II, 578,3—570,7 (sehr schwach); 
594,6 574,5 
III. 557,5—544,0 (sehr deutlich); Endabsorption 424,7. 
550,2. 
Petrylymphdriisen. 


5°/,ige Salzsiure: kein meBbares Spektrum. 
Endabsorption 417,9. 
Ather: kein meBbares Spektrum. 


25°/, ige Salzsiiure: kein meBbares Spektrum. 


Petryniere. 


5°/,ige Salzséure: kein meBbares Spektrum. 
Ather: sehr schwaches Spektrum. 


I, 625,5—620,5 ; II. 580,5—566,5 (kaum meBbar); IIL. 566,5—556,0; 

















623,0 573,5 561,2 
IV. 581,5—521,5; V. 504,4—486,9; Endabsorption 425,6. 
526,5 495,9 
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25°/, ige Salzsiure: deutliches Spektrum. 
I. 596,6—591,4 (schwach, aber deutlich); II. 577,6—569,9 (sehr 
594,0 573,7 
schwach); III. 557,8—544,3; Endabsorption 430,6. 
551,0 











Petrydarm. 
Ather war stark rotbraun gefairbt; nach dem Auszug mit 
5°/,iger Salzséure fast farblos. 
5°/,ige Salzsiure: intensiv gefiarbt. 
I. 593,9—587,1 (stark); II. 575,7—566,6; III. 556,2—540,6 



































590,5 571,1 548,4 
(intensiv); IV. 527,5—516,7 (kaum meBbar); Endabsorption 429,9. 
522,1 
Ather: 
I. 625,9—621,0 (intensiv); II. 617,1—612,1 (auBerst schwach); 
623,4 614,6 
III. 600,3—594,4 (sehr schwach); IV. 582,8—573,1; V. 570,2—566,5 ; 
597,8 577,9 568,3 
VI. 532,7—-523,7; VII. 506,6—484,8; Endabsorption 435,7. 
528,2 495,7 


Der atherische Auszug wurde abgedampft und verestert. 
Es trat alsbald Krystallisation ein (Fig. 15). Nach der Krystalli- 
sation, den physikalischen EHigenschaften und dem spektro- 
skopischen Befund kann kein Zweifel unterliegen, daB Kopro- 
porphyrin vorlag und damit stimmte auch der spektroskopische 
Befund des Esters in Chloroformlésung. 

I. 625,5—619,0 (stark); II. 599,7—594,0 (schwach); III. nach 

622,2 596,8 
Vorbeschattung 576,5—566,9 (intensiv); IV. déuBerst schwache Aufhellung; 
571,7 

V. 560,7—551,0(intensiv); VI. 538,7—516,1 (intensiv); VII. 508,0—491,6 

555,8 527,4 4978 
(deutlich); Endabsorption 434,2, 




















Petrylunge. 


5°/, ige Salzsiure: kein meSbares Spektrum. 
Endabsorption 424,8. 
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Ather: auBerst schwaches Spektrum (gelbbraun gefarbt). 
625,2—620,5 (iuBerst schwach); die iibrigen Streifen nicht mehr 
622,8 





meBbar. 
25°/,ige Salzsiure: kein meBbares Spektrum. 


Petrypankreas. 
5°/,ige Salzsiure: intensiv violett gefirbt. 
I. 595,0—586,5 (intensiv); II. 574,7—566,6 (schwach, aber deutlich); 
590,7 570,6 
Ill, 556,7—540,3 (intensiv); Endabsorption 420,3. Es scheint auch noch 
548,5 | 
ein Streifen bei etwa 616,1—607,6 zu liegen. 
611,8 
Ather: intensives Spektrum. 
I, 626,8—621,2 (geringe Aufhellung); II. 615,5—610,9 (duBerst 












































623,7 613,2 
schwach); III. 599,8—595,1 (schwach, aber deutlich); IV. 583,3—573,3 
597,4 578,3 
(deutlich); V. 570,2—566,7 (stark); VI. 562,2—558,2 (sehr schwach); 
568,4 560,2 
VII. 548,8—543,8 (iuBerst schwach); VIII. 533,8—528,8 (intensiv); 
546,8 528,8 
IX. 508,0—488,7 (intensiv); X. 472,8—464,1 (sehr schwach); End- 
495,8 468,4 


absorption 482,4. 
Veresterungsversuch: Der Versuch, durch Veresterung 


krystallisierten Koproester zu gewinnen, miBlang, weil die vor- 
handene Menge zu gering war. 


Petrymuskelfleisch. 
5°/,ige Salzsiure: kein meBbares Spektrum. 
Ather: schwach rot gefarbt; deutliches Doppelspektrum. 
I. 635,5—630,0 II. 625,2—621,0 usw. 
632,7 628,1 
Der Auszug in 20°/, iger Salzsiure war schwach braunrot 
gefarbt und zeigte kein Spektrum; daraus wurde der Farbstoff 


in Ather getrieben, aber weder in diesem Lisungsmittel, noch 
7* 
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nach Verdampfen des Athers und Aufnehmen in Pyridin und 
Zusatz von Hydrazin konnte ein Absorptionsspektrum gemessen 
werden. Die nach Ausziehen mit 5- und 20°/, iger Salzsiure 
verbleibende Atherlésung wurde eingedampft, der schwach 
gelbbraun gefairbte Riickstand mit Pyridin aufgenommen und 
mit einigen Tropfen Hydrazin versetzt, doch konnte auch hier 
kein Hamochromogenspektrum gemessen werden. 


Petrynierencyste. 


In einer Niere war bei Petry eine kleine Cyste vor- 
handen, die einen dunklen gelatinésen Inhalt hatte, etwa 5 ccm. 
Hierin konnte kein Porphyrin nachgewiesen werden. 


Petrygalle. 


Die Galle ist dunkelbraun-gelb gefarbt und enthalt elf 
tetraederformige Gallensteine. Sieben davon wurden verarbeitet 
(Beschreibung S. 69). Der Bilirubingehalt ist normal; in 
dinner Schicht goldgelb. Beim direkten Spektroskopieren 
sind Porphyrine nicht mit Sicherheit nachweisbar. Die Ver- 
arbeitung erfolgt in der iiblichen Weise durch Versetzen mit 
Hisessig, wobei intensive Grinfirbung auftrat. Nunmehr 
wurde mit Ather extrahiert und dann mit 5°/, iger Salzsiure 
ausgezogen. Der Ather war intensiv griin gefirbt. Beim Aus- 
waschen schied sich ein Niederschlag ab, der abgesaugt und 
getrennt untersucht wurde. Der griine Riickstand wurde zu 
lésen versucht in Chloroform: fast farblos; kein Spektrum. — 
Nach 12stiindigem Stehen zeigte Chloroform Grinfarbung; 
kein Spektrum. — Pyridinlésung: griin gefirbt, zeigt auBerst 
schwaches, kaum me8bares Spektrum. 

625,5--620,8 ? 

628,1 
Methylalkohol—Salzsiure: keine Krystallisation. 


25°/,ige Salzsiure: 


Beschattung ab (506,4—) intensiv ab 452,8. Vorher ein kaum 
meBbarer Streifen bei 554,3—542,2 . 








548,2 
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Kisessiglésung: griin gefarbt; kaum meBbares Spektrum. 
554,83—542,2. Beschattung beginnt schwach ab 506,4; intensiv 


548,2 
ab 452,38. 


5°/,ige Salzsiure: verdiinnte Lésung, sehr deutliches 
Spektrum. 
I. 595,1—587,4 (sehr deutlich); If. 575,8—567,5 (schwach); 
591,2 571,6 
III. 555,7—541,2 (sehr stark); IV. 527,6—521,8 (kaum meBbar); End- 
548,4 524,7 
absorption 428. 

















Ather: intensives Spektrum. 
I. 651,7—639,7 (duBerst schwach); II. 626,5—620,7 (intensiv); 



































645,7 623,6 

III. 616,6—611,7 (sehr schwach); IV. 600,7—595,1 (schwach, aber 
614,1 597,9 

deutlich); V. 583,3—573,3 (deutlich); VI. 570,2—566,3 (stark); 

578,83 568,2 

VIL. 562,5—557,5 (sehr schwach); VIII. 549,3—543,5 (duBerst schwach); 
560,0 546,4 

IX. 536,9—521,2 (intensiv); X. 508,5—480,6 (intensiv); XI. 473,6—465,7 
529,0 494,5 469,6 


(sehr schwach); Endabsorption 488,3. 

Der atherische Extrakt wurde eingedampft und in der 
iiblichen Weise auf Ester verarbeitet. Der Ester krystallisierte 
schén (Fig. 11 u. 12). Es kann keinem Zweifel unterliegen, 
daB Koproester vorliegt, und damit stimmt auch der spektro- 
skopische Befund. Schmelzp. 247°. 

Chloroformlésung: verdiinnte Probe. 


I. 624,9—619,7 (deutlich); II. 599,8—594,3 (schwach, aber deut- 




















622,3 597,0 
lich); ILI. 581,6—572,3 (schwach); IV. 570,5—564,7 (deutlicher); 
56,9 567,6 
V. 561,6—556,8 (auBerst sechwach); VI. 538,1—526,1 (deutlich); 
559,2 532,1 


VII. 508,8—493,7 (deutlich); Endabsorption 425,7. 





501,0 


























Beitrag zur Kenntnis der chemischen Bestandteile der 
Myxomycetenfruchtwandung. 


Von 


Alexander Kiesel. 





(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitut in Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. August 1925.) 


Die Zellwand der Pilze ist schon vielfach untersucht 
worden’); wenn wir aber schon einiges tiber deren Zusammen- 
setzung wissen, sind doch noch sehr viele Liicken auszufiillen, 
ehe wir uns ein anna&hernd klares Bild tiber diesen Gegen- 
stand geben kénnen. So ist die Rolle, der Gehalt und die 
Verteilung des Chitins, dessem Gehalte der Stickstoff der Pilz- 
zellwande zugeschrieben wird, noch wenig aufgeklart. Obgleich 
der bis jetzt nachgewiesene Hichstgehalt des Chitins nur 
5—6°/, der Pilztrockensubstanz ausmacht, ist es doch gerade 
dieser Kérper in den Zellwinden, der die gré8te Aufmerksam- 
keit auf sich gerichtet hat. Der weit gréBte Teil der Zell- 
wand, deren Menge auf 15—44°/, der Pilzsubstanz berechnet 
wird und die iiblich nicht, wie bei anderen Pflanzen, aus 
Cellulose besteht, ist nachweislich aus hochmolekularen, wenig 
erforschten andersartigen Kohlenhydraten zusammengesetzt, 
unter deren Spaltungsprodukten zum gréBten Teil Glucose, 
dann in viel geringeren und dabei bei verschiedenen Pilzen 
wechselnden Mengen Mannose, Galaktose und Xylose nach- 
gewiesen wurden. 





1) Zusammenstellung bei Zellner, Chemie der héheren Pilze 1907; 
Czapek, Biochemie d. Pflanz., II. Aufl., Bd. I, 8, 631 u. fig. 
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Das Chitin scheint in einigen Fallen in nur verschwindend 
kleinen Mengen anwesend zu sein’); in manchen Pilzen 
kénnte es wohl auch ginzlich fehlen, da der Stickstoffgehalt 
der Wandung vielleicht nicht immer der Anwesenheit des 
Chitins, sondern anderen, zum Teil vielleicht dem Chitin ver- 
wandten Kérpern zuzuschreiben ist. Der eigentliche sichere 
Chitinnachweis wurde nur in vereinzelten Fallen ausgefihrt. 

In der Pilzzellwand kénnte das Chitin als selbstaindiger 
Kérper und Inkrustation vorkommen; zugleich ist es aber auch 
annehmbar, daB es Fille gibt, wo das Chitin nur im Resultat 
einer durch starke Laugen bewirkten Spaltung eines kompli- 
zierteren Kérpers entsteht und die Chitingruppen dabei aus 
dem Molekiilverbande losgelést werden. Bei Polyporus betulinus 
scheint gerade dieser Fall vorzuliegen, In anderen Fallen 
scheinen auch wohl in der Pilzzellwand Kohlenhydrate vor- 
zukommen, die als Chitinoide bezeichnet werden kénnten und 
die man sich aus einer verschiedenen Kombination von Glucose- 
und Glucosamingruppen zusammengestellt denken muB. End- 
lich ist auch die Méglichkeit der Beteiligung am Bau der 
Zellwande gewisser, den Albuminoiden nahestehender Kiweib- 
_k6érper nicht abzuweisen, da der EiweiBnachweis in solchen 
Fallen sehr schwierig auszufiihren ist. 

Bei Schleimpilzen findet man die Bildung von Zellwanden 
nur bei der Entwickelung der Sporangien, wenn das halb- 
flissige Plasmodium sich zusammenzieht und sich mit einer 
Rinde bedeckt, wihrenddessen das nackte Plasma sich um 
jeden Kern als Sporenzelle differenziert, von denen jede sich 
mit einer Zellhaut bedeckt. Zugleich entsteht auch das 
Capillicium aus den nicht zur Sporenbildung gebrauchten An- 
teilen des Plasmodiums. Nach der Annahme von J. Reinke”), 
dem wir die klassische, schon vor iiber 40 Jahren ausgefihrte 
Untersuchung des Plasmodiums von Athalium septicum ver- 





1) Uber Chitinnachweis in Polyporus betulinus, sowie einigen 
anderen Pilzen wird in niachster Zeit in einer in Gemeinschaft mit 
Dr. N. Proskuriakow ausgefiihrten Arbeit berichtet werden. 

®) Studien iiber Protoplasma S. 4, Unters. a. d. bot. Lab. 4, Univ, 
Géttingen, IIT, 1883. 








104 Alexander Kiesel, 


danken, gleicht die Zusammensetzung der Rindenschicht des 
Fruchtkérpers der Zusammensetzung der Sporenwand und der 
Capilliciumfaser. Diese Annahme ist von Reinke aber nicht 
nachgeprift worden. Uber die Zusammensetzung der Wand- 
substanz der Myxomyceten ist man bis jetzt noch fast voll- 
stindig im unklaren’), was besonders durch die Schwierigkeit 
der Beschaffung einer zur chemischen Untersuchung ndotigen 
Menge des Materials bedingt ist. 

Die Sporenwandsubstanz ist sehr schwer ganzlich vom 
Inhalt der Sporen zu trennen. Viel leichter ist es, reine, 
von Sporen befreite Fruchtkérperumhiillung darzustellen. Die 
Untersuchung dieser, und zwar bei Lycogala epidendron, ist 
der Inhalt der vorliegenden Arbeit. Die Fruchtkérper (Spo- 
rangien) dieses Schleimpilzes bieten ein zur Abtrennung der 
Fruchtwandsubstanz sehr bequemes Material. 

Im Sommer 1924 gelang es mir, gréBere Mengen der 
genannten Fruchtkérper einzusammeln, wobei mir mein Sohn, 
W. Kiesel, groBe Hilfe leistete. Ungeachtet der groBen Menge 
der mir zur Verfiigung gestandener Fruchtkérper, konnte die 
Untersuchung der Wandsubstanz dennoch lange nicht alle ge- 
stellten Fragen beantworten und muB nur als Beitrag zur 
Kenntnis der Wandsubstanz der Fruchtkérper von Lycogala 
epidendron angesehen werden. 

Die von Fremdkérpern sorgfaltig befreiten, an der Luft 
getrockneten Fruchtkérper wurden durch leichten Druck zum 
Platzen gebracht und die Sporen ausgeschiittet, Um die noch 
an der Wandung haftenden Sporen zu entfernen, wurde das 
Material mit Alkohol benetzt und dann sogleich mit Wasser 
geschiittelt, bis dieses ganz klar abzuflieBen begann. Zur 
vélligen Entfernung der Sporen wurden die ganz weich ge- 
wordenen Wandungen auf einer Glasplatte gewalzt und dann 
wieder mit Wasser geschiittelt. Dieses Behandeln wurde so 
lange fortgesetzt, bis keine Sporen mehr weggewaschen wurden. 
Die in nassem Zustande durchscheinenden diinnen, braunen 
Hautchen wurden nun zuerst an der Luft, dann im Trocken- 





') Czapek, a. a. O. 
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schrank bei 108—110° getrocknet, im Porzellanmérser fein 
gerieben und im Vakuum iiber Schwefelsiure lingere Zeit 
stehen gelassen, wonach die Substanz im Exsiccator aufbewahrt 
wurde. 

Die Wandung der Fruchtkérper von Lycogala, die 3,63 °/, 
Stickstoff, 3,98°/, atherléslicher Substanzen und 2,84°/, Roh- 
asche enthielt, war zu 50,5°/, aus in Wasser unléslichen 
komplizierten Kohlenhydraten zusammengesetzt, welche Menge 
nach erfolgter Saiurehydrolyse als reduzierender Zucker nach 
dem Verfahren von G. Bertrand nachgewiesen und durch 
Multiplikation der gefundenen Zuckermenge mit dem Faktor 0,9 
als-Polysaccharid berechnet wurde. Diese Kohlenhydrate wurden 
zum Teil von schwacher, 2°/,iger Saure, zum anderen Teile 
jedoch nur von starker Schwefelsiure angegriffen und in beiden 
Fallen in Glucose verwandelt, welche durch das dargestellte 
Osazon identifiziert wurde. Eine Entstehung anderer Mono- 
saccharide bei der Spaltung konnte nicht nachgewiesen werden. 
Die Menge der durch 2°/,ige Saéure angreifbaren Polysaccha- 
ride betrug 13,70°/,, der nur von starker Siure angreifbaren 
36,8 °/,. 

Kin Teil der Wandsubstanz war selbst gegen lingere 
Kinwirkung starker, 66—80°/,iger Schwefelsiure resistent und 
betrug 27,63 °/, der Wandsubstanz, wogegen bei der Einwirkung 
von 2°/, Saiure im Mittel 58,38 °/, ungelést blieben. 

Durch Alkalischmelze bei 160—180° wurden 98,1—99,3°/, 
der Wandsubstanz in Lésung gebracht, wobei im unléslichen 
Anteile weder Cellulose, noch Chitin nachzuweisen war, was 
mit den friiheren Literaturangaben vollends iibereinstimmt. 

Die in der Wandung enthaltenen stickstofffreien Poly- 
saccharide lassen sich durch Erwirmen im kochenden Wasser- 
bade mit 8°/, Natronlauge vollkommen von den stickstoff- 
haltigen Substanzen abtrennen und verbleiben im Riickstande, 
wobei die so erhaltene Ausbeute der Polysaccharide 90,5 °/, 
der gesamten in der Wandung vorhandenen, in Form von 
reduzierendem Zucker nach Hydrolyse nachweisbaren Kohlen- 
hydraten betrigt. Daraus darf wohl schon gefolgt werden, 
daB, wenn auch glucosamingebende Kohlenhydrate in der 
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Wandung vorhanden sein sollten, doch noch andere stickstoff- 
haltige Substanzen (Kiwei8) in derselben enthalten sein miissen. 

Durch langere Einwirkung von heiBer 8 °/,iger Natron- 
lauge, ja selbst heiBer 1°/,iger Natronlauge wird ein Teil der 
Kohlenhydrate allmihlich zerstért. Dieses betrifit jedoch nur 
den leichter hydrolysierbaren Kohlenhydratanteil der Wandung, 
wogegen das schwerer spaltbare Polysaccharid sich Natron- 
lauge gegentiber sehr resistent verhalt. Es widersteht sogar 
der Alkalischmelze, indem es zum Unterschiede von Cellulose 
und Chitin dabei in Lésung geht und in letzterer nachgewiesen 
werden kann. Bei einer der Alkalischmelze voraufgehenden 
Behandlung der Wandsubstanz durch schwache Saure entsteht 
bei der Schmelze auch eine kleine Menge leicht durch Saure 
angreifbaren Polysaccharids. 

Die Vorbehandlung mit schwacher Saure hatte iiberhaupt 
auf die in der Wandsubstanz enthaltenen Polysaccharide einen 
groBen Hinflu8 in bezug auf das Verhalten derselben gegen 
Alkali. Anstatt der 45,77 °/, ungelésten Riickstandes der 
Wandsubstanz, der sich als reines Polysaccharid erwies und 
der bei direkter Kinwirkung von heifer 8 °/,iger Natronlauge 
erhalten wurde, wurden nach Vorbehandlung mit heiBer 2 °/,iger 
Salzséiure durch 8°/,ige kalte Natronlauge nur 5,98°/, der 
Wandsubstanz und darunter nur 1,8°/, von Polysacchariden 
nicht in Lésung gebracht; ebenso wurde durch schwache, heiBe, 
1/,—1°/,ige Lauge nach vorgegangener Wirkung von schwacher 
Séiure nur 12°/, der Wandsubstanz ungelést gelassen. Diese 
veranderte Léslichkeit konnte entweder durch Entstehung einer 
in Alkali léslichen Modifikation, oder, was eher anzunehmen 
ist, durch einen primiren Spaltungsvorgang bedingt sein. Im 
letzten Falle muBte die Einwirkung der schwachen Saure zur 
Lésung von Verbianden im urspriinglichen, unverinderten Poly- 
saccharid fiihren, die neben wenig Monosaccharid die Bildung 
eines oder mehrerer schwer hydrolysierbarer, jedoch in schwachem 
Alkali schon léslicher Polysaccharide hervorrief. Somit miissen 
die in der Wandsubstanz der Fruchtkérper von Lycogala epi- 
dendron enthaltenen Kohlenhydrate einen sehr —. 
Aufbau besitzen. | 
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Wenn das durch Lauge zerstérbare Polysaccharid, welches 
méglicherweise teilweise sekundaren Ursprung hat, noch ge- 
wisse Eigenschaften mit den von E. Winterstein in héheren 
Pilzen aufgefundenen Polysacchariden gemein hat, so weicht 
das schwer hydrolysierbare, selbst in heiBer 8 °/,iger Natron- 
lauge unlésliche Polysaccharid merklich von ihnen ab. Deshalb 
méchte ich fir dieses Polysaccharid die Bezeichnung Myxo- 
glucosan vorschlagen.’) 

Was den stickstoffhaltigen Anteil der Wandsubstanz an- 
betrifft, so darf dariiber im ganzen noch kein sicheres Urteil 
gefallt werden. Jedenfalls muBte die Bindungsform des Stick- 
stoffs in der Wandsubstanz eine sehr verschiedenartige sein. 

Ein Teil wurde schon durch Einwirkung von schwacher 
(1°/,) Natronlauge als Ammoniak in Freiheit gesetzt. Die 
beim Kochen der Wandsubstanz mit 8°/,iger Natronlauge be- 
stimmte und die bei der Alkalischmelze berechnete Ammoniak- 
menge stimmten vollkommen iiberein, muften also den gleichen 
Ursprung haben und bildeten 18,5°/, des Gesamtstickstoffs 
der Wandsubstanz. 

Durch schwache und durch starke Saéurewirkung wurde 
ein nahe iibereinstimmender Stickstoffanteil der Wandsubstanz 
in Lésung gebracht, der im Mittel 66,7 °/, des Gesamtstick- 
stoffs ausmachte, ungeachtet in beiden Fiillen verschiedene 
Mengen Wandsubstanz in Lésung gebracht wurden. Es muBte 
in der Wandsubstanz aber noch eine dritte festere Bindungs- 
form des Stickstoffs anwesend gewesen sein, die selbst durch 
nacheinander folgende Behandlung der Wandsubstanz mit heiBer 
1°/,iger Natronlauge, 2°/,iger heiBer Salzsiure und endlich 
wieder heiBer 1°/,iger Natronlauge nicht véllig von dem un- 
léslich gebliebenen Riickstande abgetrennt werden konnte und 
0,59 °/, desselben ausmachte. 

Die verschiedenen Bindungsformen des Stickstoffs konnten 
durch einen EKiwei8gehalt in der Wandsubstanz bedingt sein. 





1) Ob dieser Kérper wirklich ein chemisches Individuum vorstellt, 
oder doch noch ein Gemisch von sehr nahe verwandten Kérpern bildet, 
mu8 ebenso, wie bei anderen komplizierten Polysacchariden, unentschieden 


bleiben. 
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Jedoch konnten keine direkten Hinweise auf HiweiB erhalten 
werden. Die verschiedenen Niederschliage, die durch Saure-, 
Alkohol-, Alkali- und Neutralisationswirkung in den Lésungen 
hervorgerufen wurden, waren zu dunkel gefarbt, um einen 
KiweiBnachweis durch Farbenreaktionen zu gestatten. Die 
dennoch in einigen Fallen vorgenommenen Proben ergaben 
ein negatives oder ganz unsicheres Resultat.. Der andere Weg, 
um Hiwei8 nachzuweisen, war die Stickstoffbestimmung. Die 
zablreichen Bestimmungen, die oft sogar mit geringen Mengen 
Substanz ausgefiihrt wurden, um wenigstens einen gewissen 
Hinweis auf EiweiB zu erhalten, ergaben aber Resultate, die 
einen EiweiBgehalt in der Wandung nicht sicher feststellen 
konnten. Der Héchstgehalt betrug gegen 8°/,. Das wire 
also in diesen giinstigsten Fallen nur die Halfte des iblichen 
Stickstoffgehaltes der Eiweifkérper. Bei einem sehr wahr- 
scheinlichen Kiwei8gehalt in den Wandungen muBte in den 
eben genannten Fiallungen die Hialfte aus stickstofffreien Sub- 
stanzen, wahrscheinlich aus den Polysacchariden, bestanden 
haben, die nicht vom Eiwei8 abzutrennen waren. Ein ganz 
einwandfreier Nachweis von HiweiSstoffen konnte nur dann 
gelingen, wenn durch Spaltung der Wandsubstanz die dem 
Eiwei8 zuzuschreibenden Spaltungsprodukte nachgewiesen wiren. 
Dazu war aber eine sehr schwer zu beschaffende Menge Wand- 
substanz erforderlich. 

Um diese letztgenannte Schwierigkeit zu umgehen, wurde 
versucht, durch Pepsineinwirkung der Frage iiber den wahr- 
scheinlichen Eiwei8gehalt der Wandung niaherzutreten. Das 
Pepsin konnte aber gegen die vielleicht ganz spezifische Eiweib- 
substanz der Wandung unwirksam sein und ein negatives 
Resultat konnte daher noch nicht gegen einen HiweiBgehalt 
sprechen. Jedoch wurde der Versuch durch ein positives Re- 
sultat belohnt, was den HiweiBgehalt der Wandung auBer 
Zweifel legt, ohne den Grad der Beteiligung des EiweiBes am 
Aufbau der Wandsubstanz festzustellen. Pepsinsalzsiure rief 
die Loslésung eines Teiles des Stickstofis der Wandung hervor, 
wobei diese an Stickstoff verarmte; die Kontrollprobe ohne 
Pepsin, aber mit Salzséure, zeigte dagegen eine geringe An- 
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reicherung der Wandsubstanz an Stickstoff, also eine starkere 
Entfernung stickstofffreier Substanzen an. Letzteres ist erklar- 
lich, da bei Abwesenheit von Pepsin mehr ungebundene Saure 
in Liésung sein muBte. 

Andererseits konnte auch die Méglichkeit einer teilweisen 
Beteiligung von gewissen stickstoffhaltigen Polysacchariden am 
Aufbau der Wandsubstanz neben EiweiB, denen ich, zur Unter- 
scheidung von Chitin, den Namen Chitinoide beilegen méchte, 
nicht abgewiesen werden. Diese muBten dann hier eine ganz 
andere Lislichkeit besitzen, als das Chitin. Die mir zur Ver- 
figung gestandene Substanzmenge der Fruchtwinde langte bei 
weitem nicht aus, um einen diese Frage entscheidenden 
Glucosaminnachweis auszufiihren. Schon das Auftreten von 
bedeutenden Mengen Ammoniak, sogar bei schwacher Alkali- 
wirkung, schlieBt aber vollkommen die Méglichkeit aus, daB 
der ganze Stickstoff der Wandsubstanz dieser Gruppe von 
Kérpern angehére. Der gréBte Teil des Stickstofis muB doch 
eiweiBartigen Substanzen zuzuschreiben sein. 


Experimenteller Teil. 


Die Menge der in der Wandsubstanz und in den aus derselben 
erhaltenen Priiparationen eingeschlossenen Polysaccharide wurde stets 
aus den dureh Hydrolyse gebildeten Zuckermengen berechnet, indem 
die Zuckermengen mit 0,9 multipliziert wurden. Alle Zuckerbestimmungen 
wurden nach der bekannten Methode von G. Bertrand ausgefiihrt. Die 
Spaltung der Polysaccharide wurde in 2 Arten ausgefiihrt, um die leicht 
und schwer hydrolysierbaren Polysaccharide zu unterscheiden. 

Zur Spaltung der schwer hydrolysierbaren Polysaccharide wurde 
die zur Untersuchung kommende Substanz 2'/, Stunden bei Zimmer- 
temperatur mit einer 6—-10 fachen Menge 80°/, iger Schwefelsiure stehen 
gelassen, wonach ein 2'/, stiindiges Erwirmen im kochenden Wasserbade 
nach Zugabe von Wasser bis zum Gehalte der Siiure von etwa 5), 
folgte. Die leichter hydrolysierbaren Polysaccharide wurden durch 
3 stiindiges Erwirmen im kochenden Wasserbade mit 3°/, iger Schwefel- 
oder Salzsiiure gespalten. Nach Abfiltrieren des Ungelésten wurde dann 
in beiden Fallen der reduzierende Zucker bestimmt. 

Beim Bestimmen der bei den verschiedenen Operationen ungelést 
gebliebenen Substanzmengen wurden diese auf zur Gewichtskonstanz 
gebrachte, vorgewogene Filter gebracht, nachdem sie meistens durch 
Dekantieren ausgewaschen wurden. Simtliche Niederschlige und Riick- 
stiinde wurden vor dem Wiigen bei 110° getrocknet. 
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Die untersuchte Fruchtwandsubstanz enthielt 3,63°/, Stick- 
stoff, 2,84°/, Rohasche und 8,98°/, Rohfett, welches mit Ather 
im Soxhletapparat extrahiert wurde. 

I. 0,7611 g Wandsubstanz wurden der starken Hydrolyse 
unterworfen und im abgemessenen Teil der Hydrolysenfliissig- 
keit der Zuckergehalt bestimmt. Es berechneten sich fir die 
ganze Substanzmenge 0,3847 g oder 50,55°/, Polysaccharid. 

Der ibrige Teil der Lésung wurde mit Bariumcarbonat 
neutralisiert und auf ein kleines Volum gebracht. Die Polari- 
sation ergab Rechtsdrehung. Durch Zusatz von 21/, Vol. 
Alkohol wurde ein geringer Niederschlag erhalten und ab- 
filtriert. Die Lésung, die keine Biuret-, keine Resorcinreaktion 
und sehr schén die a-Naphtholreaktion gab, wurde mit Phenyl- 
hydrazin und Hssigsiure versetzt. Es bildete sich keine 
Hydrazonfallung, aber bei 1°/, stiindigem Erwarmen im Wasser- 
bade fiel ein Osazon aus, welches nach Umkrystallisieren bei 
200° schmolz. Als Spaltungsprodukt war dadurch Glucose 
nachgewiesen. Zugleich war die Abwesenheit von Mannose 
und Fructose festgestellt. 


Der unlisliche Riickstand und der durch Alkohol erzeugte Nieder- 
schlag wurden gewogen und zur Stickstoffbestimmung verwendet. 


Riickstand — 0,2103 g (27,63°/, der Wandsubstanz) mit 4,71°/, N. 
Niederschlag — 0,0389 g (5,11°/, __,, ‘a ) mit 4,63°/, N. 

Von den urspriinglichen 3,63°/, N der Wandsubstanz 
waren 1,30°/, ungelést geblieben. Ob im Riickstande und. 
Niederschlage dieselbe Substanz oder dasselbe Gemisch vorlag, 
konnte nicht festgestellt werden. 

II. 0,5086 g Wandsubstanz wurden mit 2°/, iger Salzsiure 
hydrolysiert. In der vom Ungelésten abfiltrierten Flissigkeit 
wurden der Zucker und Stickstoffgehalt bestimmt. Aus den 
erhaltenen Zahlen berechneten sich 13,70°/, der Wandsubstanz, 
als leicht hydrolysierbares Polysaccharid. Von den 3,63°/, 
Stickstoff waren 2,51°/, in Lésung gegangen, was gentigend 
gut mit den Ergebnissen der stairkeren Hydrolyse iiberein- 
stimmt (2,33 °/,). 

Ungelést blieben hier 59,01°/, der Wandsubstanz mit 
1,18°/, der urspriinglichen Wandsubstanz an Stickstoff. 
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Es scheint bei schwacher und starker Siurewirkung immer 
derselbe, */, des Gesamtstickstoffs ausmachende Anteil Stick- 
stoff in Lésung zu gehen. Dieses deutet entweder auf zwei 
Bindungsformen des Stickstoffs oder auf die Anwesenheit von 


zwei verschiedenen stickstoffhaltigen Kérpern in der Wand-. 


substanz hin. 

III. 0,5926 g Wandsubstanz wurden, wie im Versuch II, 
der Einwirkung verdiinnter Salzsiure unterworfen, wobei 
57,71°/, ungelést blieben. Die Hydrolysenflissigkeit wurde 
neutralisiert und eingeengt. Der beim Hinengen entstandene 
dunkle Niederschlag wurde abfiltriert, die Lésung weiter ein- 
geengt, mit Blutkohle behandelt und mit Phenylhydrazin und 
Essigsiure versetzt. Es wurde ein Osazon erhalten, welches 
das tibliche Aussehen von Glucososazon besaB, jedoch fir eine 
Schmelzpunktsbestimmung nicht mehr umkrystallisiert werden 
konnte. 

Der beim Einengen gebildete Niederschlag wog 0,0194 g 
und enthielt 8,76°/, N. 

Der ungeléste Riickstand der Wandsubstanz wurde mit 
8°/,iger Natronlauge 48 Stunden stehen gelassen, wobei der 
gréBte Teil in Lésung ging: nur 5,98°/, der urspriinglichen 
Wandsubstanz waren der Lésung entgangen. 

Die noch ohne Gefahr der Verunreinigung mit Filtrier- 
papier vom Filter abgenommene Menge dieses Riickstandes 
wurde auf den Gehalt an schwer hydrolysierbarem Polysaccharid 
untersucht. Der Polysaccharidgehalt entsprach 1,8°/, der 
Wandsubstanz. Es berechnen sich also etwa 4°/, unbekannter 
Substanz (Huminstoffe?) im Riickstande, die zum Teil wahrend 
der Hydrolyse ungelést blieben. 

Das alkalische Filtrat wurde eingeengt und mit 3 Vol. 
Alkohol versetzt, wobei ein sehr voluminéser, Natriumcarbonat 
einschlieBender Niederschlag entstand, der stark die w-Naphthol- 


reaktion gab und klar in Wasser léslich war. Der schwachen © 
Hydrolyse unterworfen, schied die Lisung eine groBe Menge 


dunklen Niederschlags aus, dessen Gewicht 31,1°/, der ur- 
spriinglichen Wandsubstanz ausmachte und der 1,55°/, Stick- 
stoff enthielt. 
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Es muBbte das mit stickstoffhaltigen Substanzen ver- 
unreinigte schwer hydrolysable, in Natronlauge lésliche, durch 
Saiuren und Alkohol fallbare Polysaccharid vorgelegen haben, 
dessen Menge sich im friiheren Versuch zu etwa 36,8°/, der 
Wandsubstanz bestimmen lieB. Die Ubereinstimmung war 
geniigend gut, da doch ein kleiner Teil zur Naphtholprobe 
verwendet wurde und auch im alkoholischen Filtrate eine 
2,1°/, der Wandsubstanz ausmachende Polysaccharidmenge ge- 
funden wurde: das zuerst durch schwache Saure unangegriffene 
Polysaccharid war nach Auflésung in Natronlauge durch schwache 
Saure etwas angreifbar geworden. 


Das alkoholische Filtrat enthielt von den anfanglichen 3,63 °/, Stick- 
stoff der Wandsubstanz anniihernd den neunten Teil (0,41°,). Der 
iibrige Stickstoff war teilweise in den Niederschligen enthalten, teilweise 
durch die schwache Siurehydrolyse der Wandsubstanz entfernt worden. 


IV. 0,2950 g Wandsubstanz wurden mit Kalilauge ver- 
schmolzen. Es entwickelte sich dabei Ammoniak. Ungelést 
blieben 0,88°/, der Wandsubstanz, die Chitin, sowie Cellulose 
einschlieBen konnten. 

Beim Eindampfen der durch Verdiinnen der Schmelze 
erhaltenen Lésung') und Waschwasser bildete sich ein ganz 
geringer Niederschlag mit 6,42°/, N. Das Filtrat enthielt von 
den urspriinglichen 3,63°/, Stickstoff 2,71°/,. Die Menge des 
waihrend der Schmelze ausgeschiedenen Ammoniakstickstoffs 
entsprach demnach 0,68°/, der Wandsubstanz. Dieselbe 
Ammoniakausscheidung wurde spaiter beim Kochen mit 8°/, iger 
Natronlauge direkt nachgewiesen. 

V. 0,3500 g Wandsubstanz wurden mit 15 ccm 8°/, iger 
Natronlauge 161/, Stunden stehen gelassen, dann 21/, Stunden 
im kochenden Wasserbade erwirmt. Es trat Ammoniak- 
entwicklung ein. Das Gewicht des nur sehr hell grauen Riick- 
standes hetrug 45,77°/, der Wandsubstanz. In der dunklen 
Lisung, die beim Ansiuern einen braunen flockigen Nieder- 
schlag abschied, lieB sich kein Kiwei8 nachweisen. 

Im Riickstande der Alkalibehandlung der Wandsubstanz, 
der nur Spuren von Stickstoff enthielt, wurde der Kohlen- 





1) Alle alkalischen Lisungen besa8en starken Pilzgeruch. 





Beitrag zur Kenntnis der chemischen Bestandteile usw. 113 


hydratgehalt nach starker Hydrolyse bestimmt: fir 0,0586 g 
berechneten sich 0,0591 g Polysaccharid. 

Somit konnte durch das angewandte Verfahren das Poly- 
saccharid der Wandsubstanz in fast ganz reiner Form erhalten 
und quantitativ bestimmt werden. Zugleich muB die vollige 
Abwesenheit von Chitin in der Wandsubstanz fir sicher nach- 
gewiesen erklirt werden. 

Der Vergleich mit Versuch III zeigt uns die groBe Rolle 
einer Vorbehandlung mit schwacher Siure an. Obgleich diese 
Saure nur einen Teil der Kohlenhydrate (13,70 °/,) zu Glucose 
spaltet, verindert sie doch in ganz ausgesprochener Weise die 
Léslichkeit in Natronlauge des anderen, schwer hydrolysier- 
baren Teiles derselben: nach Vorbehandlung mit Sdure wurden 
dort selbst durch kalte Natronlauge nur 1,8°/, der Wand- 
substanz als Polysaccharid ungelést gelassen. 

VI. 0,4112 g Wandsubstanz wurden mit 2 n-Natronlauge 
3 Stunden gekocht; dann wurde Wasser zugesetzt und das ge- 
bildete Ammoniak abdestilliert, wobei die Konzentration der 
Natronlauge nicht iiber 8°/, gebracht wurde. Der Stickstoff 
des Ammoniaks entsprach 0,66 °/, der Wandsubstanz, was voll- 
stindig mit der bei der Kalischmelze berechneten Menge iiber- 
einstimmt. 

Ks muB also ein ganz bestimmter Teil des in der Wandung 
vorhandenen Stickstoffs in einer als Ammoniak durch Laugen 
abspaltbaren Form anwesend sein und es wire dabei an einen 
KiweiBgehalt der Wandung zu denken, der andersartig schwer 
nachzuweisen ist. 

Der ungeliéste Teil der Wandung wurde auf Cellulose 
gepriift, jedoch mit ganz negativem Resultat: die Chlorzink- 
jodprobe gab eine rein gelbe Farbung. In Kupferoxydammoniak 
war das Polysaccharid vollstandig unléslich. 

Das alkalische Filtrat enthielt keine leicht hydrolisier- 
baren Polysaccharide. Der durch schwache Siuren spaltbare 
Teil der Kohlenhydrate muBte bei der energischen Alkali- 
wirkung gelitten haben und der aufgeléste Teil zerstért 
worden sein. 

VIL 2,9585 g entfetteter Wandsubstanz, die 3,0811 ¢g an- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL. 8 














114 Alexander Kiesel, 


fanglicher Wandsubstanz entsprachen, wurden mit 1°/,iger 
Natronlauge einige Stunden stehen gelassen, worauf 21/, stiindiges 
Erwairmen im kochenden Wasserbade folgte. Dabei sollte das 
KiweiB in Lésung gehen (Lésung 1). Es trat Ammoniakaus- 
scheidung ein, woraus die leichte Abspaltbarkeit eines Teiles 
des Stickstofis durch Alkali folgt. 

Der ungeléste Teil wurde einer schwachen Saurehydrolyse 
unterworfen, um die leicht spaltbaren Kohlenhydrate zu ent- 
fernen (Lésung 2). 

Da die Beimengung von Filtrierpapier sorgtiltig vermieden 
werden muBte, wurde das Gewicht des graufarbigen Riick- 
standes nur annahernd bestimmt. Die Menge lieB sich auf 
etwa 40°/, der Wandsubstanz schitzen und bestand zu 85,2 °/, 
aus schwer hydrolysierbarem Polysaccharid. Auf die Wand- 
substanz berechnet sich daraus der Gehalt von etwa 35°/, an 
schwer hydrolysierbarem Polysaccharid, was gut mit den fritheren 
Befunden tibereinstimmt. 

Zur weiteren Reinigung wurde der Riickstand erschépfend 
mit etwa /,°/,iger Natronlauge ausgekocht, bis die Lésung 
nicht mehr gefarbt wurde (Lisung 3). Dabei ging merkwiirdig 
viel in Lésung: der neue Riickstand entsprach nur 12°/, der 
anfanglichen Wandsubstanz. 

Somit hatte die Behandlung mit 2°/,iger Salzsiure auch 
hier einen ganz ausgesprochenen Hinflu8 auf die Léslichkeit 
des Polysaccharids in schwacher Natronlauge ausgeiibt. 

Durch die wiederholte Behandlung mit schwacher Natron- 
lauge war der Stickstoffgehalt zwar sehr vermindert, jedoch 
nicht ganz beseitigt worden, der Stickstoffgehalt betrug noch 
0,59 °/, des Riickstandes. Welche stickstoffhaltigen Substanzen 
dem Kohlenhydrate so fest anhafteten, konnte nicht nach- 
gewiesen werden. Jedenfalls war es kein Chitin. 

Die Reaktionen auf Cellulose fielen negativ aus. Die 
mikroskopische Untersuchung zeigte eine ganz geringe Bei- 
mengung fremdartiger Substanzen an, die auch bei der sorg- 
faltigsten Reinigung des Ausgangsmaterials wohl nicht zu ver- 
meiden sind. Das Praparat enthielt 80,55°/, schwer hydroly- 
sierbaren Polysaccharids. Der Vergleich der vor und nach der 
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Reinigung erhaltenen Polysaccharidwerte zeigt ein starkeres 
Auflésen in schwacher Natronlauge des Polysaccharids, als 
der unbekannt gebliebenen anderen Substanzen, an. 

Bei der Alkalischmelze verblieben 1,91 °/,+), berechnet auf 
anfingliche Wandsubstanz, ungelést (Lésung 4), die nur Spuren 
von Stickstoff enthielten. Chitin konnte also nicht vor- 
handen sein. 

Kin groBer Teil des leicht hydrolysierbaren Polysaccharids 
der Wandsubstanz muBte in die erste alkalische Lésung iiber- 
gegangen und dabei teilweise zerstért worden sein. 


Ein Teil dieses alkalischen Filtrats wurde neutralisiert und, un- 
geachtet des entstandenen Niederschlages, nach Zusatz von 2 °/, Schwefel- 
siure der Hydrolyse unterworfen. Im anderen Teile wurde dieser 
Niederschlag zuerst abfiltriert. 

Im ersten Falle entsprach der Niederschlag 14,81°/, der Wand- 
substanz und enthielt 7,66°/, N; das Filtrat enthielt Zucker, dessen 
Menge 3,53°/, der anfiinglichen Wandsubstanz, auf Polysaccharid be- 
rechnet, entsprach. Im zweiten Falle entsprach der Niederschlag 19,73 °/, 
der Wandsubstanz und enthielt 7,67°/, N; das Filtrat enthielt Zucker, 
der 2,94 °/, Polysaccharid entsprach. 


In beiden Fallen enthielten die durch Ansduern der alka- 
lischen Lésung enstandenen Niederschlige denselben Stickstoff- 
gehalt, es muBte also dieselbe Substanz oder dasselbe Substanz- 
gemisch vorgelegen haben. Obgleich hier starke Stickstoff- 
anreicherung erzielt wurde, konnten doch die stickstoffhaltigen 
Substanzen (EiweiB) nicht von den _ stickstofffreien Kohlen- 
hydraten abgetrennt werden. 

In der zweiten, sauren Lésung konnten nur Zuckermengen 
nachgewiesen werden, die 3,16°/, Polysaccharid, auf anfing- 
liche Wandsubstanz berechnet, entsprachen. Im ganzen wurde 
von dem leicht hydrolysierbaren Anteile der Kohlenhydrate 
der Wandung nur etwa die Hialfte?) wiedergefunden, da er 
durch Lauge stark geschidigt war. 

Die dritte, wieder alkalische Lisung enthielt das durch 





1) Die Differenz mit der friiheren Bestimmung mu8te durch An- 
wendung einer viel gré8eren Menge Ausgangsmaterial bedingt sein, da 
sich ja hier die fremden Beimengungen anhiufen muBten. 

2) $58 und 3,16, zusammen 6,69 °/, statt 13,70 °/,. 

8* 
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Saurewirkung ausfallende schwer hydrolysierbare Polysaccharid, 
dem noch 1,80°/, Stickstoff beigemengt war. Durch schwache 
Saiurehydrolyse lieBen sich nur Zuckermengen nachweisen, die 
etwa 0,33 °/, der Wandsubsianz, als Polysaccharid berechnet, 
entsprachen. 

Die durch Wasserzusatz aufgeléste Schmelze (Liésung 4) 
bildete beim Einengen einen voluminésen Niederschlag}), der 
nur schwer hydrolysierbares Polysaccharid enthielt. Die von 
dem Niederschlag abgetrennte Lésung bildete bei schwacher 
Saiurehydrolyse einen neuen Niederschlag desselben Poly- 
saccharids. In der filtrierten Hydrolysenlésung befand sich 
eine Zuckermenge, die 0,77°/,, berechnet auf die anfangliche 
Wandsubstanz, an leicht hydrolysierbarem Polysaccharid ent- 
sprach. 

Hs konnte den Anschein haben, dab das schwer hydroly- 
sierbare Kohlenhydratmolekiil doch allmihlich zerriittet wird, 
oder daB der leicht und schwer hydrolysierbare Anteil der 
Polysaccharide der Wandsubstanz beide einem einzigen, kom- 
plizierten Polysaccharide entstammen, das durch die ver- 
schiedenen EKinwirkungen allmahlich in zwei Teile zerfallt. Wie 
wohl bei den meisten komplizierten Polysacchariden, laiBt sich 
auch hier die chemische Individualitit sehr schwer nachweisen. 

VIII. 0,5809 g Wandsubstanz wurden mit 50 cem 0,3°/, iger 
Salzsiure vermischt und 0,1330 g Pepsin (Kahlbaum) zu- 
gefiigt. Zugleich wurden 0,1708 g Wandsubstanz mit 50 ccm 
0,3 °/,iger Salzséure angesetzt, aber kein Pepsin eingetragen. 
Endlich wurden 0,1220 g Pepsin in 50 ccm 0,8°/, Salzsaure 
gelést. Als Antiseptikum wurde je 1 ccm Toluol in jedes 








Stickstoff im Ritick- | Stickstoff [Davon un- 





Ungelést der aufgelést 
8 stande Wand- rig of, 
substanz Ides Stick- 
g %o g %o g stoffs 





Versuch 0,4988 | 85,86 | 0,0155 | 3,11 0,0211 } 73,46 
Kontrolle | 0,1467 | 85,89 | 0,0055 | 3,75 0,0260 | 88,71 


























1) Wahrscheinlich durch Carbonatbildung in der Lésung. 





Beitrag zur Kenntnis der chemischen Bestandteile usw. 117 


Kélbchen gebracht. Die dfters umgeschiittelten Kélbchen 
wurden bei 32° im Thermostaten 120 Stunden belassen. 

| Die Pepsinsalzsiurelésung blieb vollstandig klar und bildete 
keinen Niederschlag, der den Versuch beeintrichtigen konnte. 
Die ungelésten Riickstinde wurden auf vorgewogenem Filter 
gesammelt und salzsiurefrei gewaschen. 

Die aufgefundene Differenz des Stickstoffgehaltes in beiden 
Fallen liegt ganz au8erhalb der Fehlergrenzen. Eine nicht 
ganz abzuweisende Méglichkeit einer Pepsinadsorption im Riick- 
stande der Versuchsportion, wodurch dieser trotz sorgfaltigem 
Auswaschen vielleicht doch nicht ganz von Pepsin befreit 
worden war, konnte den Stickstoffgehalt dieses Riickstandes — 
nur erhédhen und dadurch die eigentliche Differenz nur ver- 
ringern, Durch Pepsineinwirkung war also ein gewisser Teil 
der stickstoffhaltigen Substanzen der Wandung in Lésung ge- 
gangen, was doch nur durch den EHiweibgehalt derselben zu 
erklairen ist. 

















Barbitursduren und die Pikrinsdiurereaktion. 
_ Von 
Arthur W. Dox. 





(Beitrag Nr. 35 aus dem Department of Chemical Research, Parke, Davis and Company.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. September 1926.) 


Die Pikrinsiurereaktion, die Abderhalden und Komm 
zum Nachweis der Diketopiperazine unter den Abbauproduktep 
der Proteine so niitzlich gefunden. haben, ist fir die Carbonyl- 
gruppe mehr oder weniger spezifisch betrachtet worden. 
Abderhalden hat bereits darauf hingewiesen, daB die Reaktion 
nicht als spezifisch fiir die Diketopiperazine anzusehen ist, sie 
stellt vielmehr eine bequeme Methode dar zur Unterscheidung 
zwischen Diketopiperazinen und Polypeptiden, wo nur eine 
geringe Méglichkeit besteht, daB andere, die betreffende Reaktion 
gebende Substanzen vorhanden sind. Das Vorkommen von 
Diketopiperazinen wurde iiber allem Zweifel hinaus von Abder- 
halden festgestellt, indem er eine Anzahl anderer Proben 
anwendete, darunter sei erwaihnt: die Isolierung und Identifi- 
kation der Piperazine nach Reduktion. Einwendungen gegen 
die Pikrinsiurereaktion als Beihilfe erscheinen daher nicht 
gerechtfertigt. 

Die Reaktion verdient allerdings weiteres Studium, be- 
sonders mit Riicksicht auf andere, eine Carbonylgruppe ent- 
haltende Ringstrukturen. Der Verfasser hat sich seit mehreren 
Jahren mit einer Untersuchung der Barbitursaiuren be- 
schaftigt. In diesen Derivaten kommen drei Carbonylgruppen 
vor, von welchen zwei dieselben benachbarten Gruppierungen 
besitzen wie die Diketopiperazine. 





Barbitursiuren und die Pikrinsaurereaktion. 119 


Nachstehende Formeln erlautern diese Ahnlichkeiten: 


pee es i CO—NH 6 
*Sa—00 So-Na 
Glycinanhydrid Barbitursiure 
CH, cue Scr C CH CHS 60 
‘ -CH, , ; : 
NH—CO : "SON 
Alaninanhydrid Methylbarbitursiiure 


Bei der Anwendung der Pikrinsiurereaktion wurde kon- 
statiert, daB Barbiturséure selbst die charakteristische 
braunlichrote Farbe gibt, dagegen fallt die Reaktion mit den 
mono- und dialkylierten Barbiturséuren negativ aus. 
Im ganzen wurden 20 Derivate gepriift, aber die einzigen die 
eine positive Reaktion gaben, waren Barbitursiure und 
Thiobarbitursiure. Letztere gab eine viel langsamere Ent- 
wicklung der Farbe, die vielleicht von der allmahlichen Hydro- 
lyse der CS-Gruppe durch das Alkali abhingig war. 4 Mono- 
alkyl- und 15 Dialkylbarbitursauren lieferten iiberhaupt 
keine Farbung, auch nach 24stiindigem Stehen nicht. Im 
Falle der Dialkylbarbitursiuren ist dieser Befund keineswegs 
iiberraschend, wenn man ihre grofe Bestiindigkeit gegen Oxy- 
dationsmittel in Betracht zieht. Mit den Monoalkylderivaten 
ist die Beobachtung etwas bedeutend wegen einer gewissen 
Analogie in struktureller Hinsicht zu den Homologen des 
Glycinanhydrids. 

Die Reaktion ist ohne Zweifel abhingig von der Reduktion 
einer der NO,-Gruppen der Pikrinséiure unter Bildung der 
Pikraminsiure. Diese besitzt eine NH,-Gruppe und wiirde 
daher fahig sein, Azofarbstoffe zu bilden. Wenn die tief ge- 
farbte Reaktionsmischung, die man durch Behandlung der 
Barbitursiure mit Pikrinsiure und Natronlauge erhalt, mit 
Sulfanilsiure und Natriumnitrit versetzt und angesiuert wurde, 
so trat eine Ausscheidung von haarfeinen gelben Nidelchen 
allmihlich auf. Diese waren unléslich in Alkohol, Ather, 
Kisessig und Pyridin, léslich aber in Alkali und in konzen- 
trierter Schwefelsiure, und schmolzen nicht bei 250° Sie 
enthielten eine geringe Menge Asche, und da sie aus keinem 
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Lésungsmittel umkrystallisiert werden konnten, wurde auf eine 
Analyse verzichtet. Pikraminsiure, die durch Reduktion von 
Pikrinsiure mit Aluminium gewonnen wurde, lieferte allem 
Anscheine nach dasselbe Produkt wenn sie mit Sulfanilsiure 
und salpetriger Saéure versetzt wurde. 

Aus dem Vorangehenden ersieht man, daB nicht alle, die 
Carbonylgruppe enthaltenden Ringsysteme mit Pikrinsaure 
reagieren, Ein weiteres Beispiel ist die Parabansdure, bei 
welcher, trotz ihrer 3 Carbonylgruppen und keiner Alkyl- 
substitution, die Reaktion negativ ausfiel. Diese Beobachtungen, 
wenn sie auch keineswegs umfassend sind, verleihen der Pikrin- 
siurereaktion, mit welcher Abderhalden die Gegenwart von 
Diketopiperazinen in Proteinen bestitigt hat, eine gewisse 
Zuverlassigkeit. 





Uber die Bildung des symmetrischen Trimethylguanidins 
durch Umaminierung. 


Von 


Martin Schenek. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1925.) 








Das symmetrische Trimethylguanidin, CH,N:C(NHCH,),, 
ist von mir friiher bei einer ganzen Anzahl von Reaktionen 
erhalten worden.') Zunichst habe ich diese Verbindung be- 
reitet durch Methylieren von Guanidinsulfat mittels Dimethyl- 
sulfats bei 150—160° und, analog einem von Hofmann?) 
ausgefiihrten Versuch, durch Entschwefeln von symmetrischem 
Dimethylsulfoharnstoff, 8:C(NHCH,),, mit Quecksilberoxyd bei 
Gegenwart von Methylamin. Kunze*) hat dann spiter die- 
selbe Base aufgefunden bei der Oxydation des von ihm dar- 
gestellten Dimethylkreatinins, das er auf Grund dieses Oxy- 
dationsversuches als N,N’,N’-Trimethyl-glykocyamidin ansprach 

/NCHe)—CO 
CH,N=CC 
N(CH,)—CH, 

Weiter habe ich das s-Trimethylguanidin dargestellt durch 

Behandeln des Methylimidokohlensauredidthylesters, CH,N: 





1) Diss. Marburg 1907 u. Arch. d. Pharm. Bd. 247, S. 480ff. (1909), 
ferner Arch. d. Pharm. Bd. 249, 8. 468 (1911) u. Bd. 250, 8. 306 (1912); 
diese Zs. Bd. 77, S. 328 (1912). 

*) Chem. Ber. Bd. 2, S. 600 (1869). 

8) Diss. Marburg 1909 u. Arch. d. Pharm. Bd. 248, 8. 589 u, 590 
(1910). 
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C(OC,H,), und des Methylimidodithiokohlensiuredimethylesters, 
CH,N:C(SCH,), mit Methylamin, wobei im ersten Falle eine 
Abspaltung von Athylalkohol, im zweiten eine solche von 
Methylmercaptan stattfindet, sowie nach der Rathkeschen 
Methode*) beim Zusammenbringen der Hydrojodide des 
N,N’,S-Trimethyl-pseudothioharnstofis, CH,N:C(NHCH,)(SCH,) 
bzw. des N, N’- Dimethyl-S-athyl-pseudothioharnstofis, CH,N: 
(NHCH,)(SC,H,) mit Methylamin in alkoholischer Liésung. 
Wahrend bei den genannten Reaktionen die Entstehung 
der symmetrischen Trimethylguanidinverbindung erwartet wer- 
den konnte, bin ich derselben Base aber auch bei verschiede- 
nen Versuchen begegnet, bei denen ihre Bildung nicht voraus- 
zusehen war. So sollte beim Entschwefeln von s-Dimethy]l- 
sulfoharnstoff mit HgO in Gegenwart von Ammoniak ein 
zweifach methyliertes Guanidin entstehen, tatsichlich bildet 
sich aber hierbei s-Dimethylguanidin nur in geringem Umfange, 
in gréBerer Menge dagegen die symmetrische Trimethylbase. 
Thr Auftreten erklart sich wohl so, da8 infolge einer partiellen 
Zersetzung des bei dieser Reaktion als Zwischenstufe anzu- 
nehmenden Dimethylcarbodiimids, CH,N—-C—NCH,, Methyl- 
amin entsteht, das sich dann an noch unzersetztes Carbodiimid 
anlagert. Auch beim Erhitzen des N,N’,S-Trimethyl-pseudo- 
thioharnstoffhydrojodids, [CH,N: C(NHCH,)(SCH,)]HJ oder des 
N, N’- Dimethyl-S-athyl- pseudothioharnstoffhydrojodids, [CH,N: 
C(NHCH,)(SC,H,)|/HJ, mit alkoholischer Dimethylaminlésung 
im Kinschlubrohr im Dampfbad erhailt man neben as-Tetra- 
methylguanidin, CH,N:C(NHCH,)(N[CH,],), infolge einer nicht 
naher aufgeklirten, anderweitigen Reaktion s-Trimethylguanidin. 
SchlieBlich habe ich die symmetrische Trimethylverbindung 
noch bei 2 Reaktionen aufgefunden, bei denen ein Ersatz 
des Dimethylaminrestes durch die Methylamingruppe angenom- 
men werden mub. Lat man namlich Methylamin auf das 
Hydrojodid des N,N, N’,S - Tetramethy/ - pseudothioharnstofis, 
CH,N:C(N[CH,},)(SCH,) einwirken, so entsteht nicht as-Tetra- 
methylguanidin, dessen Bildung man erwarten sollte, sondern 





t) Chem. Ber. Bd. 14, S. 1778 (1881) u. Bd. 17, S. 309 (1884). 
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lediglich die Trimethylbase. Es hat also eine Verdrangung 
des Dimethylaminrestes stuttgefunden und in der Tat lieB sich 
das abgespaltene Dimethylamin eindeutig zum Nachweis bringen. 
Diese Verdringung kann entweder am Pseudothioharnstoff 
selbst’) oder an zunichst gebildetem as-Tetramethylguanidin 
erfolgen. Im letzteren Falle 1a8t der Austausch der Gruppen 
sich so denken, daB unter Methylaminanlagerung ein inter- 
mediares, labiles Tetraaminomethanderivat entsteht, das durch 
Abspaltung von Dimethylamin in Trimethylguanidin itibergeht: 








N(CH,), CHEN NCH CHAN 
tthe. ak 
NHCH, 'CH,HN NHCH, | CH,HN NHCH, 


In ganz analoger Weise erhielt ich auch bei der Ein- 
wirkung von Methylamin auf das Jodmethylat des Tetra- 
methylsulfoharnstofis das Pentamethylthiuroniumjodid: 

N(CH,), 

CH,S— 

N(CH,).J 
nach Lecher und Heuck?), statt des erwarteten Pentamethyl- 
guanidins, CH,N:C(N[CH,],),. die symmetrische Trimethyl- 
verbindung, gleichgiiltig ob die Reaktion bei Dampfbad- oder 
bei gewéhnlicher Temperatur sich abspielte, nur daB in letz- 
terem Falle neben der Trimethylbase auch etwas as-Tetra- 
methylguanidin sich feststellen lieb. Den Reaktionsverlauf 
kann man sich auch hier so vorstellen, daB an primar ent- 
standenem Pentamethylguanidin (oder an der Thiuronium- 
verbindung) der Austausch des Dimethylaminrestes gegen die 
Methylamingruppe unter Bildung einer labilen Zwischenstufe 
erfolgt nach dem Schema: 


N(CH,),  {(CH,HN WN(CH,),) CH,N 
aad l 
CH,N= —> ie a 
NCH),  |cHEN NCH, CHEN NCH, 











1) Vgl. auch H. Lecher u. F. Graf, Chem. Ber. Bd. 56, §. 1880 
(1928). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 438, 8. 169 (1924). 
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Das so entstandene as-Tetramethylguanidin geht dann 
seinerseits wie oben in die Trimethylverbindung iber. 

Erwahnt sei beiliufig, daB das N,N’,N’-Trimethylguanidin 
neben anderen methylierten Guanidinen mneuerdings von 
v. Graevenitz') pharmakologisch untersucht worden ist. Es 
zeigt nach v. Graevenitz nur Kurarelihmung, nie Tonus oder 
Zuckung, gegeniiber hochmethylierten Guanidinen hat es auch 
in geringen Konzentrationen tonolytische Kigenschaft; in Herz- 
versuchen ergab sich wie bei allen Guanidinen in kleineren 
Konzentrationen der Befund einer Vaguslihmung, bei gréBeren 
tritt diastolischer Stillstand auf. 

Die groBe Leichtigkeit, mit der bei den genannten Re- 
aktionen das s-Trimethylguanidin gebildet wird, veranlaBte 
mich, noch einige Versuche anzustellen, bei denen diese 
Base méglicherweise entstehen konnte. So habe ich Methyl- 
amin unter den unten naher angegebenen Bedingungen auf 
Jodcyan, s-Dimethylguanidin, Monomethylguanidin, sowie auf 
Guanidin selbst einwirken lassen und in allen vier Fallen das 
Auftreten des s-Trimethylguanidins feststellen kénnen. 

Jodcyan gibt mit alkoholischem Ammoniak bekanntlich 
Guanidin (Bannow’), M.Schenck®*)), als Zwischenprodukt 
entsteht dabei Cyanamid, in entsprechender Weise liefert Jod- 
cyan mit Dimethylamin: s-Tetramethylguanidin, HN: C(N[CH,],), 
(Schenck und y. Graevenitz*)). Mit Methylamin bildet Jod- 
cyan s-Dimethylguanidin, HN:C(NHCH,), (Erlenmeyer’, 
M. Schenck®*)). Die naiheren Bedingungen, unter denen ich 
nach dieser Methode die symmetrische Dimethylbase stets 
dargestellt habe, waren derart, daB ich auf 1 Mol. Jodcyan 
etwa 3 Mol. Methylamin in alkoholischer Lésung im Einschmelz- 
rohr mehrere Stunden im Dampfbad einwirken lie® und nach 
dem Kinengen des Reaktionsproduktes, Entfernen des Jods usw. 
das Dimethylguanidin in Form ‘seines Goldsalzes isolierte. 





*) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 105, S. 278 (1925). 

2) Chem. Ber. Bd. 4, S. 161 (1871). 

3) Diss. Marburg 1907 u. Arch. d. Pharm. Bd, 247, 8. 490 (1909). 
*) Diese Zs. Bd. 141, S. 182 (1924). 

5) Chem. Ber. Bd. 14, S. 1868 (1881). 
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Wendet man nun einen starken Uberschu8 von Methylamin 
an und laBt die Reaktion bei héherer Temperatur (etwa 130°) 
sich abspielen, so bildet sich in glattem Verlauf die s-Trimethy]l- 
guanidinverbindung. Die Ausbeute an diesem Kérper ist nicht 
unbetrachtlich (s. unten), sie wird sich unter geeigneter Variation 
der Versuchsbedingungen vielleicht noch steigern lassen, so dab 
diese Bildungsweise auch fiir die Darstellung der symmetrischen 
Trimethylbase in Betracht kommt, zumal da die Ausgangs- 
materialien leicht zugiinglich sind. Was die Phasen der Re- 
aktion anbetrifit, so wird sich primar s-Dimethylguanidin nach 
den beiden folgenden Gleichungen bilden: 
: JON + 2NH,CH, = CH,NH-CN + NH,CH,-HJ 
un 
CH,NH-CN + NH,CH,-HJ = HN:C(NHCH,),-HJ. 

Die Dimethylbase, die ja auch, wenn direkt als Ausgangs- 
material verwendet, mit Jodcyan reagiert (s, unten Versuch 2), 
kann dann nach bekanntem Schema in die Trimethylverbindung 


iibergehen: 








NHCH, / HN NHCH, NCH, 
2 x 
ee Le 
NHCH, CH,HN NHCH,. CH,HN NHCH, 


Auch bei der Einwirkung von Methylamin auf Monomethyl- 
guanidin und auf Guanidin selbst diirften die entsprechenden 
Zwischenprodukte entstehen. Fiir die Bildung der Trimethyl- 
base aus Guanidin ergeben sich so die folgenden Uberginge: 

NH, | EN NH, NH 

Y a 

HN=6  ——> a ——> - 
‘va, ICH,HN NH, | CH,HN NH, 
‘CH,HN NH, CH,HN 

ed 


—_——> C ——> C=NH usw. wie oben. 


cH. \a, CHEN 

Es soll indessen hervorgehoben werden, daB diese Vor- 
 stellung von dem Reaktionsverlauf zwar plausibel erscheint, 
aber nicht die einzig médgliche darstellt. Man kénnte auch 
an die Bildung der Zwischenprodukte: Cyanamid, Methylcyan- 
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amid und Dimethylcarbodiimid denken, wenn man nicht einen 
unmittelbaren Austausch der Amingruppen annehmen will. 

Nach dem vorstehend Mitgeteilt.n unterliegt es wohl keinem 
Zweifel, da8 auch die tibrigen, nicht untersuchten, methylierten 
Guanidine unter geeigneten Umstinden sich in symmetrisches 
Trimethylguanidin itiberfiihren lassen werden. Da es sich jeden- 
falls um Gleichgewichtsreaktionen handelt, wird sich aber auch 
umgekehrt der Methylaminrest durch den Ammoniakrest (vgl. 
den unten angefiihrten, orientierenden Versuch) und eventuell 
auch durch die Gruppe —N(CH,), verdriingen lassen, wie iiber- 
haupt ganz allgemein bei Guanidinderivaten ein solcher gegen- 
seitiger Austausch von Aminresten bei Wahl der passenden 
Bedingungen moglich sein wird. 

Fiir derartige Verdrangungen eines Aminrestes durch éinen 
anderen hat vor wenigen Jahren G. Reddelien’), der diese 
Erscheinung bei Anilen studierte, die zweckmiBige Bezeichnung 
Umaminierung (entsprechend dem Terminus Umesterung) 
vorgeschlagen. Solche Umaminierungen sind bei Guanidin- 
derivaten auch schon friher beobachtet worden. Beispiels- 
weise kann man die Darstellung von Glykocyamin aus Guanidin- 
carbonat und Glykokoll nach Nencki und Sieber?) hierher 
rechnen: 

HN: O(NH,)(NH,) + NH,CH,COOH = HN:C(NH,)(NHCH,COOH) + NH,. 

Ein anderes Beispiel, aus der aromatischen Reihe, ist die 
Bildung des Phenylamino-di-p-tolylguanidins aus Phenylhydra- 
zin und Di-p-tolylguanidin nach Schall’): . 
C,H,.NH.NH, + HN:C(NHC,H,), = C,H,.NH.N:C(NHC,H,), 

[oder C,H,.NH.NH.C(NHC,H,)(:NC,H,)] + NH,. 


Versuche. 


1. s-Trimethylguanidin aus Jodcyan und Methyl- 
amin. 1g Jodcyan wurde mit 15 ccm einer 33°/, igen absolut- 
alkoholischen Methylaminlésung zusammengebracht und die 
klare farblose Flissigkeit im Einschmelzrohr 7 Stunden lang 





1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 3121 (1921). 
*) Ji. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 17, S. 477 (1878). 
’) Ji. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 61, S. 445 (1900). 
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im Dampfbad erlhitzt. Kine sichtbare Verinderung des Rohr- 
inhaltes war unter diesen Bedingungen nicht eingetreten. Als 
dann aber weitere 2 Stunden auf etwa 130° erhitzt wurde, 
zeigte sich nach dem Erkalten eine reichliche Ausscheidung 
von derben weiBen Nadeln, in denen das in Alkohol schwer 
lésliche Hydrojodid des N,N’,N’-Trimethylguanidins vorliegen 
muBte. Die Nadeln wurden abgesaugt und aus heiBem Alkohol 
umkrystallisiert. Nach dem Trocken bei 100° lieB das Material, 
im Schmelzréhrchen bis 290° erhitzt, keine Verinderung, ins- 
besondere auch keine Verfirbung erkennen, ein Verhalten, wie 
es auch friither beim s-Trimethylguanidinhydrojodid beobachtet 
worden war. Eine Stickstoffbestimmung ergab den fir diese 
Verbindung geforderten N-Wert: 


0,1111 g Substanz lieferten 17,8 ccm N bei 21,5° und 749,4 mm Hg. 
Gef. 18,31°/, N. Ber. fir C,H,.N,J:  18,39°/, N. 


Die Mutterlauge der im Rohr ausgeschiedenen Krystalle 
hinterlie8 beim freiwilligen, vollstandigen Verdunsten einen 
zum groBen Teil aus schénen Nadelchen bestehenden Riick- 
stand, der nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol ebenfalls 
im Schmelzréhrchen bis 290° unverandert blieb. Die um- 
krystallisierte Substanz wurde zusammen mit dem Rest des Ma- 
terials der N-Bestimmung in Wasser gelést und die Lésung 
durch frisch gefalltes Chlorsilber vom Jod befreit. Das Filtrat 
vom Jodsilber dampfte man vorsichtig zur Trockne ein, léste 
den Riickstand in wenig Wasser und gab Goldchloridlésung zu. 
Das sofort ausgeschiedene Goldsalz wurde abgesaugt und ein- 
mal aus nicht zu viel heiBem Wasser umkrystallisiert. Es 
resultierten Nadeln, die nach dem Trocknen bei 95° den ,picht 
sehr scharfen Schmelzp. 156° zeigten, wie er auch friher fir 
das Aurat des s-T'rimethylguanidins gefunden worden war. 


0,3443 g Substanz gaben 0,1542¢g Au (als Schwefelgold ausgefiallt). 
Gef. 44,79°/, Au. Ber. fir C,H,,N,-HAuCl,: 44,69°/, Au. 


Aus den beiden Goldmutterlaugen wurde das Gold durch 
Schwefelwasserstoff gerillt und das Filtrat vom Schwefelgold 
mit dem Wiltrat der Analyse vereinigt. Nach sehr starkem 
Konzentrieren lieferte die spirliche Fltssigkeit mit Platin- 
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chloridlésung versetzt beim Stehen eine Krystallisation von 
kurzen, derben Prismen und Tafeln, die, bei 100° getrocknet, 
bei 226—227° unter Aufschiumen schmolzen. Der Schmelz- 
punkt entsprach den friher fiir das Platinsalz - s-T'rimethyl- 
guanidins gemachten Beobachtungen. 


0,2060 g Substanz gaben 0,0657 g Pt. 
Gef. 31,89°/, Pt. Ber. fiir (C,H,,N;),H,PtCl, 31,83°/, Pt. 


Die Ausbeute an Trimethylguanidinjodhydrat betrug bei 
diesem Versuch mindestens 55°/, der Theorie. 

2. s-Trimethylguanidin aus s-Dimethylguanidin 
und Methylamin. Das zu diesem Versuch verwendete 
s-Dimethylguanidin war aus Jodcyan und Methylamin in der 
oben beschriebenen Weise bereitet worden und lag in Gestalt 
des Chlorhydrats vor, das, urspriinglich sirupés, beim langeren 
Stehen im Exsiccator krystallinisch erstarrt war. Um den Ver- 
lauf der Reaktion leicht verfolgen und das gebildete Trimethy]- 
guanidin bequem isolieren zu kénnen, wurde das Dimethyl- 
guanidinchlorhydrat zunaichst in das Jodhydrat ibergefihrt, 
und dieses der EKinwirkung des Methylamins unterworfen. Dem- 
gemaB léste man 0,75 g C,H,N,-HCl und 1,2 g wasserfreies 
Jodnatrium in je 3 ccm absolutem Alkohol in der Warme 
auf, mischte die beiden Lésungen, filtrierte nach dem Erkalten 
vom ausgeschiedenen Kochsalz ab und engte das schwach gelb 
gefarbte Filtrat auf dem Dampfbad etwas ein, wobei noch eine 
geringfiigige Menge Chlornatrium zur Ausscheidung kam. Ohne 
Riicksicht hierauf zu nehmen, wurde die konzentrierte Fliissig- 
keit mit 15 com 33°/, igen absolut-alkoholischen Methylamins 
im Einschmelzrohr zusammengebracht, wobei eine wasserhelle 
und bis auf die minimale NaCl-Menge klare Lésung resultierte. 
Als nach 4 stiindigem Erhitzen auf 125—130° das noch etwas 
warme Rohr aus dem Ofen herausgenommen wurde, hatten 
sich schéne, weiBe Krystallnadeln ausgeschieden, deren Menge 
sich beim Schiitteln und vollstaindigen Erkalten noch vermehrte. 
Sie wurden wieder aus Alkohol nmkrystallisiert und bei 100° 
getrocknet. Im Schmelzréhrchen trat beim Erhitzen bis auf 
290° keine Veranderung ein. 
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0,1106 g Substanz gaben 17,3 com N bei 16° und 752,6 mm Hg. 
Gef. 18,30°/, N. _—_ Ber. fiir C,H,,N,-HJ: 18,39°/, N. 


Die Mutterlauge der im Rohr ausgeschiedenen Krystalle 
lieferte beim freiwilligen Verdunsten noch eine weitere Krystalli- 
sation. Die Gesamtausbeute an Hydrojodid der Trimethyl- 
base betrug 45°/, d. Th. (Minimalwert). 

Aus einem Teil des Jodhydrats wurde wieder in der auf 
S. 127 und 128 geschilderten Weise das Goldsalz dargestellt: 
Nadeln vom nicht ganz scharfen Schmelzpunkt 156°. 


0,4308 g Substanz (bei 95° getrocknet) enthielten 0,1927 g Au (als 
Schwefelgold ausgefillt). 


Gef. 44,73 °, Au. Ber. fir C,H,,N,-HAuCl,: 44,69 °/, Au. 

Das Platinsalz (aus den beiden Goldmutterlaugen und dem 
Filtrat der Au-Bestimmung wie oben erhalten) krystallisierte 
in kurzen Prismen und Tafeln und schmolz unter Aufschiumen 
bei 226—227°. : 

0,3053 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0974 g Pt. 

Gef. 31,90°/, Pt. Ber. fir (C,H,,N,),H.PtCl,: 31,83°/, Pt. 

8. s-Trimethylguanidin aus Methylguanidin und 
Methylamin. Das mir zur Verfiigung stehende Methylguanidin- 
chlorhydrat, das stark Feuchtigkeit angezogen hatte, wurde 
zuvor im Exsiccator getrocknet und der Versuch in genau der 
gleichen Weise, auch beziiglich der Mengenverhiltnisse, aus- 
gefiihrt wie der eben beschriebene Dimethylguanidinversuch. 
Das noch nicht ganz erkaltete Rohr enthielt eine etwas gelb 
gefarbte Fliissigkeit, in der nur ganz vereinzelte Krystall- 
nadelchen sichtbar waren. Beim Schiitteln und Abkiihlen 
entstand aber eine reichliche krystallinische Abscheidung, die 
nach Absaugen, Waschen mit wenig absolutem Alkohol und 
Trocknen im Schmelzréhrchen bis 290° sich nicht verinderte. 
Aus der Mutterlauge wurde noch eine weitere Krystallisation 
gewonnen. Gesamtausbeute an C,H,,N,-HJ mindestens 27 °/, 
d.Th. Ein Teil des Jodhydrats wurde in das Goldsalz ver- 
wandelt: Nadeln, die unscharf bei 156° schmolzen. 


0,4260 g Substanz (bei 95° getrocknet) enthielten 0,1898 g Au (als 
Schwefelgold ausgefillt). 


Gef. 44,55°/, Au. Ber. fiir C,H,,;N,;-HAuCl,: 44,69°/, Au. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CL. 9 
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Das entsprechende Platinsalz schmolz unter Aufschiumen 
bei 226—227° und bestand hauptsichlich aus quadratischen 
oder rechteckigen Tafelchen, von denen manche in ganz aus- 
gesprochener Weise die friiher vielfach beobachtete _,,Brief- 
kuvertform“ zeigten; sie war bei den anderen in dieser Mit- 
teilung beschriebenen Platinsalzen zwar auch hier und da an- 


gedeutet, aber doch weniger gut zu erkennen. 
0,2975 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0949 g Pt. 


Gef. 31,90°/, Pt. Ber. fiir (C,H,,N;),H,PtCl,: 31,83 °/, Pt. 


4. s-Trimethylguanidin aus Guanidin und Methyl- 
amin, 0,65 g Guanidinchlorhydrat (trocken) und 1,2 g wasser- 
freies Jodnatrium wurden in je 3. ccm absolutem Alkohol in 
der Wirme gelést, das beim Mischen der Liésungen aus- 
geschicdene Chlornatrium nach einiger Zeit abgesaugt und ‘das 
etwas eingeengte schwach gelb gefarbte Filtrat mit 15 ccm 
einer 33°/,igen absolut-alkoholischen Methylaminlésung im 
Rohr eingeschlossen. Die klare farblose Flissigkeit war nach 
2 stiindigem Erhitzen im Dampfbad auBerlich unverindert, nach 
weiterem 2stiindigen Erhitzen auf 125° enthielt das noch 
etwas warme Rohr eine gelb-griin gefairbte Lésung, in der 
nur ganz wenige Nadelchen zu sehen waren. Beim Schiitteln 
und Abkiihlen trat aber auch hier eine betrichtliche Krystalli- 
sation ein. Die Krystallchen wurden abgesaugt, mit wenig 
absolutem Alkohol gewaschen und bei 100° getrocknet. Schmelz- 
punkt: bis 290° keine Verinderung. Eine Probe des nicht 
umkrystallisierten Materials gab bei der Analyse einen an- 
genihert stimmenden Stickstoffwert: 

0,1066 g Substanz lieferten 16,5 com N bei 20° und 759 mm Hg. 

Gef. 18,01 °/, N. Ber. fiir C,H,,N,-HJ: 18,39 °/, N. 

HinschlieBlich der beim freiwilligen Verdunsten der Mutter- 
lauge noch erhaltenen krystallinischen Ausscheidung betrug 
die Ausbeute an C,H,,N,-HJ mindestens 23°/, d. Th. Gold- 
salz und Platinsalz wurden wie oben dargestellt. Das Gold- 
salz bestand aus Nadelchen vom nicht scharfen Schmelzp. 156°. 


0,2607 g Substanz (bei 95° getrocknet) enthielten 0,1168 g Au (als 
Schwefelgold ausgefillt). 


Gef. 44,80°/, Au. Ber. fiir O,H,,Ny-HAuCl,: 44,69 °/, Au. 
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Das Platinsalz schmolz wieder unter Aufschiumen bei 
226—227° und zeigte die Formen von kurzen Prismen und 
Tafelchen. 

0,1809 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0579 g Pt. : 

Gef. 32,01°/, Pt. Ber, fiir (C,H,,N;),H,PtCl,: 31,83 °/, Pt. 

Bei einem anderen Versuch wurde nicht das Jodhydrat, 
sondern das Chlorhydrat des Guanidins verwendet; dem- 
entsprechend erhitzte man 0,5 g Guanidinhydrochlorid mit 
12 ccm 33°/,iger absolut-alkoholischer Methylaminlésung im 
Rohr 4 Stunden auf 125—130° Auch nach dem Erhitzen 
war die Lésung klar und farblos, sie wurde bei gelinder Warme 
zur Trockne verdampft, der Riickstand hei8 in absolutem 
Alkohol aufgenommen und die Lésung mit einer erhitzten 
absolut-alkoholischen Jodnatriumlésung versetzt. Nachdem das 
Gemisch noch kurze Zeit auf dem Dampfbad erwirmt worden 
war, wurde heiB abgesaugt, worauf sich im Filtrat alsbald die 
schénen Krystallnidelchen des s-Trimethylguanidinhydrojodids 
abschieden, deren Menge sich beim Verdunsten des Lésungs- 
mittels noch vermehrte. Die Ausbeute an Hydrojodid, das 
beim Erhitzen im Schmelzréhrchen bis 290° unverandert blieb, 
betrug wenigstens 36°/, d. Th. 

Einwirkung von Ammoniak auf s-Trimethyl- 
guanidin. Zu Orientierungszwecken habe ich noch einen 
Versuch ausgefiihrt, bei welchem 0,3 g s-Trimethylguanidin- 


hydrojodid mit 13 ccm einer etwa 5 °/,igen absolut-alkoholischen | 


Ammoniaklésung 4 Stunden auf 125—130° erhitzt wurden. 
Wahrend bei gewéhnlicher Temperatur keine bzw. keine voll- 
stindige Lisung des Hydrojodids eintrat, resultierte nach dem 
Erhitzen eine klare, griin-gelb gefairbte Fliissigkeit, aus der 
sich auch beim ginzlichen Erkalten und beim freiwilligen 
Abdunsten des Loésungsmittels nichts ausschied. Erst nach 
sehr starkem Konzentrieren auf dem Dampfbad trat eine ge- 
ringfigige Krystallisation von Nadelchen auf, in denen an- 
scheinend noch unverindertes Trimethylguanidinhydrojodid vor- 
lag. Ohne Riicksicht auf diese Krystalle zu nehmen, léste man 
den Riickstand in Wasser, wobei eine schwach getriibte Flissig- 


keit entstand, und entfernte aus dieser das Jod durch Chlor- 
| ss 
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silber. Das stark eingeengte Filtrat vom Jodsilber lieferte 
auf Zusatz von Goldchloridlésung ein Goldsalz, das aber jeden- 
falls nicht einheitlich war. Es begann im Schmelzréhrchen 
bereits bei 110° sehr stark zu sintern und war bei etwa 130° 
volistindig geschmolzen. Der Goldgehalt dieses Salzes war 
wesentlich héher als der fiir Trimethylguanidinaurat berechnete 
Wert. Vermutlich lag ein Gemenge der Aurate des Trimethyl- 
guanidins und niedermethylierter Guanidine eventl. auch des 
Guanidins selbst vor. Da die Ausbeute an Goldsalz indessen 
nicht der erwarteten Menge entsprach, scheinen bei diesem 
Versuch noch andere Reaktionen mit im Spiele gewesen zu sein. 





In natirlich vorkommenden Untersuchungsobjekten ist das 
s-Trimethylguanidin bisher nicht aufgefunden worden. Immer- 
hin besteht die Méglichkeit, da&® man in dem einen oder 
anderen, tierischen oder pflanzlichen Material dieser Base, die 
sich bei rein chemischen Reaktionen leicht bildet, begegnen 
kénnte. Zu ihrer Isolierung wiirde sich das in Alkohol schwer 
lésliche Hydrojodid eignen und man kénnte etwa so verfahren 
(vgl. oben), daB man ein verdichtiges Chlorid in absolutem 
Alkohol hei lést, die Lésung mit erhitzter absolut-alkoholischer 
NaJ-Lésung versetzt und vom ausgeschiedenen Kochsalz heiB 
absaugt. Das Filtrat liefert dann eventl. das Hydrojodid der 
Trimethylbase, das zur weiteren Charakterisierung in bekannter 
Weise in das Aurat und das Platinsalz tibergefihrt werden 
kann. 











Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des Sauglings. 


Von 


J. Ellinghaus, Erich Miiller und H. Steudel. 





(Aus der Krankenstation des Waisenhauses Rummelsburg und dem physiologischen 
Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1925.) 





Die Méglichkeiten, die Vorginge des menschlichen und 
tierischen Stoffwechsels zu verfolgen, sind in den letzten Jahren 
in ganz besonderer Weise erweitert worden. Durch die Kin- 
fihrung der colorimetrischen Methoden durch Folin und seine 
Mitarbeiter sind wir in die Lage versetzt, in selbst sehr kleinen 
Mengen von Blut und Harn oder irgendwelchen anderen physio- 
logischen Flissigkeiten fast simtliche physiologisch wichtigen 
Substanzen quantitativ bestimmen zu kénnen. Die Methoden 
haben sich in unserem Laboratorium in oft wiederholten Ver- 
suchen glinzend bewihrt; da sie rasch und leicht auszufiihren 
sind, so ist die friiher mit Stoffwechseluntersuchungen ver- 
kniipfte Arbeit auf ein Minimum reduziert und die Methoden 
sind wie keine anderen berufen, auch in den Kliniken und 
der Praxis eine dominierende Rolle zu spielen, wenn erst ein 
Stamm tiichtiger, mit diesen Methoden vertrauter Analytiker 
herangebildet sein wird. AuBer vielen anderen Untersuchungen, 
die mit dieser Methodik ausgefiihrt sind, mége hier nur er- 
wahnt sein, daB es gelungen ist, mit ihr den Stoffwechsel auch 
kleiner Tiere, z. B. des Frosches, analytisch in exakter Weise 
zu verfolgen.') Die erhaltenen Resultate finden in den friher 





1) Kai Hsii, Stoffwechseluntersuchungen an Kaltbliitern I, Zs. Biol. 
Bd. 88, 8. 45 (1925). 
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mit anderer Methodik gewonnenen Zahlen eine kraftige und 
erfreuliche Bestatigung. 

Diese schéne Methodik hat uns nun veranlaBt, die Unter- 
suchung der Stoffwechselvorgange beim menschlichen Saugling 
einmal in gréferem Umfange aufzunehmen. Uber die energe- 
tischen Umsetzungen des Sauglings sind wir ja durch die 
grundlegenden Arbeiten yon Rubner') und Heubner und von 
Schlossmann und Murschhauser weitgehend orientiert, 
auch die sorgtiltigen Untersuchungen von W. Camerer?”) haben 
wichtige Tatsachen gebracht, aber unsere Kenntnisse tiber die 
spezielleren Umsetzungen im Siuglingsorganismus sind doch 
noch liickenhaft. Es existiert wohl eine groBe Anzahl von 
HKinzeluntersuchungen, sie geben aber noch kein geschlossenes 
Bild, und die Folge davon ist, daB wir die widerspruch- 
volisten Ansichten iiber grundlegende Fragen in der Literatur 
finden. ae 

Um nun eine Basis fiir spaitere Untersuchungen patho- 
logischer Vorginge zu gewinnen, haben wir in dieser ersten 
Versuchsreihe in der Milch, mit der die Sauglinge ernahrt 
wurden, und im Harn den Gesamtstickstoff, den Ammoniak- 
stickstoff, den Harnsaurestickstoff, den Stickstoff des Kreatinins 
und des Kreatins, den Stickstoff der Aminosiuren und den 
Harnstofistickstoff bestimmt. Ferner wurde im Laufe der Ver- 
suche auch noch die Bestimmung des Kotstickstoffs angeschlossen. 
In dem ersten Versuch hatten wir nur das Kreatinin bestimmt, 
es stellte sich aber bald heraus, daB diese Bestimmung allein 
nicht geniigte; deshalb sind in den folgenden Versuchen Kreatin 
und Kreatinin zusammen bestimmt. 

Zur Verwendung kamen als analytische Methoden aus- 
schlieBlich die colorimetrischen Methoden der amerikanischen 
Autoren’), nur der Gesamtstickstoff wurde nach Kjehldahl 
bestimmt; fiir die Bestimmung des Harnstoff{stickstoffs bedienten 





1) Zs. Biol, Bd. 36, S. 1 (1898). 

*) Die Arbeiten sind gréBtenteils in der Zs. Biol. veréffentlicht. 

*) Zusammengestellt von J. Mandel u. H.Steudel, Minimetrische 
Methoden der Blutuntersuchung, Berlin u. Leipzig. W. de Gruyter & Co., 
2. Aufl., 1924. : 
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wir uns einer Vereinfachung der urspriinglichen Folinschen 
Methode, die Herr Ellinghaus demnichst beschreiben wird. 

Samtliche Zahlen sind das Mittel aus gut iibereinstimmen- 
den Doppelanalysen. 

Die Versuche waren so angelegt, daB drei gesunde Saug- 
linge von ungefahr gleichem Alter und Ernahrungszustand zu- 
nachst 6 Tage lang mit Ammenmilch ernihrt wurden, darauf 
kamen sie an drei voneinander getrennten Tagen unter den 
gleichen Ernahrungsbedingungen in die Schwebe. An diesen 
Tagen wurde Harn und Kot quantitativ gesammelt. Zwischen 
den Schwebetagen lagen jedesmal drei Ruhetage, an denen 
die Siuglinge in derselben Weise wie im Versuch ernahrt 
wurden. Nach Abschlu8 dieses ersten Versuches wurde in 
ganz der gleichen Weise ein zweiter Versuch angestellt, in 
dem die Siauglinge statt Ammenmilch ein Kuhmilchgemisch 
erhielten. Nachdem auch dieser Versuch beendet war, wurden 
die Siuglinge wieder 6 Tage lang mit Ammenmilch ernahrt 
und dann wurde noch einmal der erste Versuch mit Ammen- 
milch wiederholt. Wir verfiigen also tiber drei Versuche von 
im ganzen je 14 Tagen; an je 3 Tagen sind in jedem einzelnen 
Versuch genaue Stoffwechselbestimmungen gemacht. 

In Vorversuchen hatten wir festgestellt, daB der Harn 
-sich fiir unsere Zwecke am besten durch Zusatz von Chloro- 
form und einigen Tropfen Salzsiure konservieren lieB. Er 
wurde sofort nach Beendigung des Versuchs ins Laboratorium 
gebracht und dort gleich verarbeitet. Der Rest wurde zur 
Reserve fiir Nachuntersuchungen im Eisschrank aufbewahrt. 
Es ist in den Harnen niemals eine ammoniakalische Garung 
aufgetreten; gelegentlich haben wir eine Ausscheidung von 
Harnsiure beobachtet, die durch den Salzsiurezusatz verur- 
sacht war. Wir haben aber bald gelernt, auch diese Stérung 
zu vermeiden. 

Die Versuche sind vom Glick begiinstigt gewesen, sie sind 
ohne jeden stérenden Zwischenfall verlaufen und die Kinder 
waren am AbschluB des Versuches genau so munter wie beim 
Beginn. 

Wir geben zunichst die Analysen der Milch: 
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1. Ammenmilch fiir den ersten Versuch vom 29. Mai bis 
11, Juni 1925. Auf 100 ccm kommen 151,2 mg Gesamt-N, 
nach der EnteiweiBung enthalt das Filtrat 30,8 mg N; davon 
sind 12mg Harnstofi-N; 3,4mg Harnsiure-N; 2,0g Kreatin + 
Kreatinin-N und 6,25 mg Aminosaiuren-N = 1,54 mg 
Tyrosin-N). 

2. Von der Kuhmilchmischung*) des zweiten Versuches vom 
12.—25. Juni 1925 kamen auf 100 ccm 316,4 mg Gesamt-N; 
ferner 25,2 mg Filtrat-N. Von diesem waren 6 mg Harn- 
stoff-N; Harnsiure-N nur in Spuren; 4,93 mg Kreatin + 
Kreatinin-N; 8 mg Aminosiuren-N. 

3. Die Ammenmilch vom letzten Versuch vom 26. Juni 
bis zum 9. Juli 1925 enthielt auf 100 ccm 168 mg N. = 
Bestimmungen wurden hier nicht ausgefiihrt. 





Unsere Analysen der Ammenmilch stimmen mit den in 
der Literatur bekannten sehr gut iiberein; so geben z. B. 
Denis”) und seine Mitarbeiter folgende Zahlen an: 20—37 mg 
Reststickstoff; 8,3—16 mg Harnstoff-N; 3—8,9 mg Amino-N; 
als Kreatin 1,9—3,9 und als priformiertes Kreatin 1,1 bis 
1,6 mg N in 100 ccm Milch. Die Menge der Harnsiure war 
bei ihnen 1,7—4,4 mg in 100 ccm; unser Wert von 3,4 mg 
Harnsaure-N bzw. von 10,3 mg Harnsiure liegt etwas héher. 
Der Harnstoffstickstoff stimmt genau mit dem von Camerer’) 
angegebenen tiberein (11—12 mg in 100 ccm). Nach Frehn‘) 
kommen im Durchschnitt 40—45°/, des Stickstoffis auf Casein, 
35—40°/, auf das tibrige Protein und auf den Reststickstoff 
etwa 20°/, des Gesamtstickstoffs. Auch mit diesen Angaben 
sind unsere Befunde in guter Ubereinstimmung. 





Wir lassen nunmehr die Gewichtstabelle der Sauglinge 5) 
folgen und im Anschlu8 daran die Tabelle unserer Analysen- 


1) Sie bestand aus 400 g Milch, 100 g Sahne, 500 g Wasser, 35 g 
Mehl und 40 g Zucker. 

*) Denis, Talbot u. Minot, Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, 8. 47 (1919). 

*) Camerer u. Séldner, Zs. Biol. Bd. 39, 8. 71 (1900). 

4) Diese Zs. Bd. 65, S. 256 (1910). 

5) Alter der Siuglinge bei Beginn der Versuche 2 Monate. 
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zahlen. Zu der letzteren bemerken wir nur noch, daB wir 
zur besseren Ubersicht ftir jeden Versuch desselben Kindes 
die Durchschnittszahlen berechnet und gleich unter den be- 
treffenden Versuch gesetzt haben. 























Tabelle L 
Kind Ko. Kind Hi. Kind Le. 
Wishes Gewicht Din Gewicht ia Gewicht 
§ g 
Versuch I. Ammenmilch. 
4.6. 25 8520 4.6. 25 8730 4,6. 25 4110 
8.6. 25 3460 8.6. 25 8780 8. 6. 25 4200 | 
11.6. 25 3490 11. 6. 25 3840 11.6. 25 4250 

















Versuch II. Kuhmilchmischung. 


18.6. 25 8630 18. 6. 25 4010 18. 6. 25 4450 
22.6. 25 3710 22.6. 25 4030 22.6. 25 4600 
25. 6. 25 3830 25.6. 25 4120 25. 6. 25 4690 

















Versuch III. Ammenmilch. 


2.7. 25 4040 2.7. 25 4200 2.7. 25 4780 
6.7. 25 4020 6.7. 25 4360 6.7. 25 4830 
9.7. 25 4000 9.7. 25 4410 9.7. 25 4910 

















Stellt man noch einmal die simtlichen Durchschnittszahlen 
in einer Tabelle zusammen, so ergibt sich die in Tab. II 
wiedergegebene Ubersicht. 

Uberblickt man die Zahblenreihen, so ergibt sich zunachst, 
daB die Kinder beim zweiten Versuch mit Ammenmilch wieder 
fast die gleichen Werte liefern wie beim ersten Versuch. Wenn 
also in der Ernahrung mit der Kuhmilchmischung irgend- 
welche analytisch faBbaren Unterschiede gegeniiber der Er- 
nahrung mit Ammenmilch vorhanden sind, so miissen sie auch 
zweifellos in der Tabelle zum Ausdruck kommen. Auf diese 
Verhiltnisse kommen wir spiter zuriick. 
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Will man tiber den Gang der Ausscheidung der einzelnen 
Harnbestandteile ins Klare kommen, so pflegt man vor allen 
Dingen sich eine Ubersicht ttber die Ausscheidung der ver- 
schiedenen K6rper in Prozenten des Gesamtstickstofis anzulegen. 
Wir haben auch eine solche Ubersicht aufgestellt und geben 
sie in der folgenden Tabelle wieder: 


Tabelle IV. 


Prozentuale Werte. 
In Prozenten des Gesamt-N sind ausgeschieden: 


























Name Harn- | Kreati- | Amino- | Harn- 
des Versuch NH,-N siiure-N | nin-N | sdure-N | stoff-N 
Kindes — in mg | in mg in mg in mg 
Ko. IL. 9,59 5,84 1,91 4,02 se 
Hii Ammen- 9,22 5,26 1,59 4,14 — 
Le milch 9,60 6,02 1,94 4,11 _ 
Gesamt- 
Kreatin-N 
Ko. Il. 6,46 2,04 1,10 2,67 17,90 
Hi. | Kuhmilch- 7,21 2,60 1,14 2,85 69,09 
Le. | mischung 6,51 2,46 1,31 2,85 79,83 
Ko. IIL. 10,31 4,75 2,37 4,00 64,55 
Hii. | Ammen- 10,24 5,40 2,51 4,42 60,77 
Le. milch 10,59 6,85 3,20 4,91 68,56 














Vergleicht man nun die von uns erhaltenen Werte fir 
die einzelnen Harnbestandteile mit den in der Literatur be- 
kannten, so zeigt sich eine erfreuliche Ubereinstimmung. Es 
gibt z. B. Sjéquist') an, daB bei Kindern im Alter von 1 bis 
7 Tagen in Prozenten des Gesamtstickstoffis auf Harnstoff 
73—76°/,, auf Ammoniak 7,3—9,6°/,, auf Harnsaure 3,0 bis 
8,5°/, kommen und auf den tibrigen Rest 7,3—14,7°/,. Auch 
mit den Angaben von Rubner’) und Heubner, sowie von 
Camerer stehen unsere Zahlen in guter Harmonie. Das ist 
eine kraftige Stiitze fir den Zuverlassigkeitswert der von uns 
benutzten Methoden, die sich prinzipiell von — alteren Unter- 
suchungsmethoden unterscheiden. 


') Nord. med. Ark. 1924, Nr. 10. 
*) Zs. Biol. Bd. 36, S. 1 (1898). 
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Aus den Prozentzahlen geht augenscheinlich hervor, dab 
je mehr Stickstoff im Harn ausgeschieden wird, wie in 
unserem Kuhmilchversuch (Nr. II), um so kleiner die Aus- 
scheidung von Ammoniak, Harnsiure, Kreatin und Amino- 
siuren ist, da8 nur die Ausscheidung des Harnstoffs in gleichem 
Sinne mit der Stickstoffausscheidung zunimmt. Das ist ein 
deutliches Zeichen dafiir, daB die Ausscheidung der zuerst 
von uns aufgefiihrten Substanzen von der Harnstoffausscheidung 
und den damit im Kérper verbundenen Vorgingen im grofen 
und ganzen ganz unabhingig ist. Man bekommt also kein 
richtiges Bild von den Stoffwechselvorgiingen, wenn man sich 
hier von den Prozentzahlen fiihren li8t. In unserem Falle 
ist es vielmehr notwendig, die absoluten Werte fiir die Aus- 
scheidung der einzelnen Substanzen in Rechnung zu stellen. 
Sieht man sich daraufhin die Tab. III an, so zeigt sich, daB 
die absoluten Werte fiir Ammoniak, Harnsdure, Kreatin und 
Aminosiure-N in allen 3 Versuchen fast gleich sind. 

Um hier weiter zu kommen, haben wir die Werte auf Kilo 
Kérpergewicht nmgerechnet und folgende Zusammenstellung 
gemacht: 


















































Tabelle V. 
Absolute N-Werte pro Tag und Kilo berechnet: 
Durch- Harn- Gesamt- Amino- 

“os des schnitts- siure-N | Kreatin-N | siure-N NH,-N 
ndes gewicht in mg in mg in mg alata 
Versuch I (Ammenmilch) 

Ko. 3490 6,68 te 4,50 10,60 
Hii. 3783 7,50 — 5,90 13,14 
Le. 4187 6,74 — 4,58 18,93 
Versuch II (Kuhmilchmischung) 
Ko. 3723 5,75 8,14 7,52 18,28 
Hi. 4058 1,59 3,31 8,80 21,00 
Le. 4580 5,87 3,01 6,53 14,87 
Versuch III (Ammenmilch) 
Ko. 4020 6,89 3,44 5,82 14,90 
Hii. 48238 6,89 8,44 5,92 14,15 
Le. 4840 6,96 3,24 5,00 10,97 
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Diese Tabelle gibt schon ein viel klareres Bild der in 
Betracht kommenden Verhiltnisse. Die Ausscheidung von 
Harnsiure, von Gesamtkreatin und von Aminosiuren ist in 
allen 3 Versuchen fast die gleiche, wenn man nicht fiir die 
Harnsaéure im zweiten Versuch bei den Kindern Ko. und Le. 
eine kleine Abnahme und fiir die Aminosduren im allgemeinen 
eine kleine Erhéhung konstatieren will. Das Gesamtkreatin 
bleibt aber in Versuch IT und II vollkommen gleich. 

Es miissen hier also, unabhaingig von der Ernaibrungsweise, 
konstante Verhialtnisse des inneren Stoffwechsels in die Er- 
scheinung treten, wie es z. B. fiir die Aminosiuren schon in 
thnlicher Weise von Goebel!) angegeben ist. Um unsere 
Vorstellungen einer weiteren Klirung zuzufiihren, haben wir 
die Verhiltnisse, wie sie beim Siugling vorliegen, mit denjenigen 
des Erwachsenen verglichen. Dazu geniigt nun freilich nicht 
eine einfache Nebeneinanderstellung der bisher erhaltenen 
Zahlenwerte. Denn das ,,Kilo Kérpergewicht“, auf das unsere 
Zahlen umgerechnet sind, ist beim Erwachsenen ganz etwas. 
anderes als beim Siugling. Der Erwachsene verfiigt im Gegen- 
satz zum Saugling tiber eine wohlausgebildete Muskulatur, die 
beim Saugling gerade eben erst in der Entwicklung begriffen 
ist. Andererseits ist der prozentuale Anteil der groBen Driisen 
beim Saugling sehr viel gréBer als beim Erwachsenen. Nach 
Rubner?) ist die Organverteilung folgende: 

beim Manne beim Neugeborenen 


BOOM as ec 15,7°/, 
| OP ere re YP 23,5 
Fettgewebe ..... 18,2 13,5 
Driisen und Rest . . . 24,1 47,3 


Diese Werte miissen beriicksichtigt werden, wenn man 
die Zahlen fiir den Stoffwechsel des Erwachsenen mit denen 
des Kindes vergleichen will. 

Im einzelnen gestaltet sich der Vergleich fiir die von uns 
in Betracht gezogenen Stoffwechselprodukte folgendermaBen: 





1) Zs. f. Kinderheilkunde Bd. 34, S. 94 (1922). Dort auch die 
iltere Literatur. | 

2) In Thoms Handbuch der Pharmazie. Urban & Schwarzenberg, . 
Berlin 1924, Bd. III, S. 4. 
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Was erstens die Harnsiure anbetrifft, so scheidet ein 
Erwachsener von einem Durchschnittsgewicht von 75 kg in 
24 Stunden 0,3—0,5 g endogene Harnsiure (um diese kann es 
sich bei unserem Vergleiche natiirlich nur handeln) aus; das 
sind pro Kilo Kérpergewicht 4—7 mg. Beriicksichtigt man 
nun aber, daB auf 1000g Kérpergewicht 241 g Driisensubstanz 
kommen, so erhalt man beim Erwachsenen auf 1000 g Driisen- 
substanz einen Wert von 16,6—29,0 mg Harnsiure. Unsere 
Kinder haben im Durchschnitt 6,95 mg Harnsiure-N gleich 
20,85 mg Harnsiure pro Kilo Kérpergewicht ausgeschieden; 
nun entsprechen aber 1000 g Kérpersubstanz beim Kinde 473 g 
Driisensubstanz. Rechnet man auch hier auf 1 Kilo Driisen- 
substanz um, so erhalt man einen Wert von 44,08mg. Der Wert 
liegt etwa doppelt so hoch wie beim Erwachsenen und mu8 wohl 
durch die lebhaftere Driisentatigkeit des Kindes erklirt werden. 
DaB der Harnsdiurewert beim Siugling héher liegt als beim 
Erwachsenen, war schon den ilteren Beobachtern aufgefallen. 
Wir glauben aber nicht, daB man berechtigt ist, daraus nun 
auf eine besondere Art des kindlichen Stoffwechsels zu schlieBen, 

Das Wachstum wird an und fir sich eine lebhafte Kern- 
mauserung mit sich bringen, die zu einer erhéhten Harn- 
siureausscheidung den AnlaB geben kann. Andererseits kann 
die Tatigkeit der Verdauungsdriisen sehr wohl fir die beob- 
achteten Harnsiurewerte verantwortlich gemacht werden. Man 
kann namlich aus der Menge der ausgeschiedenen Harnsiure 
Riickschliisse machen auf die Mengen Nucleinsaure, der sie 
entstammen. Diese Nucleinsiuren miissen in den Saften der 
groBen Verdauungsdriisen gewesen sein, Es laBt sich also 
unter Zugrundelegung der Harnsiurewerte die Menge der 
Verdauungssifte schitzen, die ins Darmlumen geflossen sein 
miissen. Unter Zugrundelegung dbnlicher Erwiagungen, wie 
sie in einer friiheren Arbeit’) dieses Laboratoriums angestellt 
sind, erhalt man folgendes Resultat: 

Rund 25 mg Harnsiure-N, wie er von den Kindern durch- 
schnittlich pro Tag ausgeschieden ist, entspricht rund 75 mg 





1) H. Steudel, Diese Zs. Bd, 124, S. 267 (1922). 
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Harnsiure; diese wiirden etwa 50 mg eines Gemenges gleicher 
Gewichtsteile Guanin und Adenin entsprechen, die in rund 
0,25 g Thymonucleinsiure enthalten sind. 1g Thymonuclein- 
siure entspricht etwa 7g Nucleohiston (Nucleohiston enthalt 
rund 15°/, Nucleinsiiure) mit rund 1,5 g N (Nucleohiston ent- 
halt etwa 17°/, N). Also wiirden 0,25 ¢ Nucleinsiiure etwa 
1,75 g Nucleohiston entsprechen mit einem Stickstoffgehalt von 
0,3 g. Weiter enthalt der Pankreassaft nach Glassner?) etwa 
0,1°/, N. Man wiirde also zu einer Menge von etwa 300 ccm 
Verdauungssaft kommen, eine immerhin ganz plausible Zahl, 
wenn man die zur Rechnung benutzten Zahlen mit ihrer 
Unsicherheit in Betracht zieht. Die Werte zeigen aber, dab 
die Harnsiure im Kinderharn im wesentlichen ihre Herkunft 
der Arbeit und der Sekretion der grofen Verdauungsdriisen 
verdankt. 

Uber das Kreatin und das Kreatinin laBt sich folgendes 
sagen: Im ersten Versuch ist nur das praformierte Kreatinin 
bestimmt. Das Kreatin soll bei Kindern nach den Autoren 
etwa 1/,,—+/, des priformierten Kreatinins betragen. Nun sind 
im ersten Versuch bei Kind Le. durchschnittlich 9,99 mg 


- Kreatinin-N gefunden, im dritten Versuch, der hier nur mit 


dem ersten vergleichbar ist, sind im Durchschnitt 15,66 mg 
Gesamtkreatinin-N gefunden, das entspricht in der Tat den in 
der Literatur beschriebenen Verhiltnissen. Weiter sind pro 
Kilo Kérpergewicht rund 3,25 mg Kreatinin-N ausgeschieden. 
Diese Zahl ist aus den Griinden, die bei der Harnsiure be- 
sprochen sind, ohne weiteres hier nicht zum Vergleich mit 
dem Erwachsenen verwertbar, von dem angegeben wird, daf 
er in 24 Stunden pro Kilo Koérpergewicht 7,11 mg Kreatinin-N 
im Durchschnitt ausscheidet. Beriicksichtigt man aber, daB 
beim Erwachsenen 41,8°/, des Gesamtgewichtes auf die Musku- 
latur fallen, beim Saugling dagegen nur 23,5°/,, so erhalt man 
fir den Erwachsenen pro Kilo Muskelsubstanz 17,01 mg, 
fir unsere Kinder 13,83mg Gesamtkreatinin; also fast die 
gleiche Zahl. 





1) Diese Zs. Bd. 66, S. 284 (1910). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL. 10 
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Fir die Aminoséuren erhalt man bei unseren Kindern 
bei Ammenmilchnahrung im Harn eine Zahl von 4,50—5,92 mg 
pro Kilo Kérpergewicht, bei gréSerer KiweiBdarreichung (Kuh- 
milchmischung) in der Nahrung steigt sie etwas auf 6,53 bis 
8,30 mg. Fir den normalen Erwachsenen berechnet sich bei 
einer Ausscheidung von rund 860 mg Amino-N in 24 Stunden 
pro Kilo Kérpergewicht 4,80 mg; es ergibt sich also hier fast 
die gleiche Zahl wie beim Saugling mit Ammenmilchernihrung. 
DaB bei gréSerer KiweiBdarreichung auch mehr EiweiSschlacken 
in.den Harn iibergehen, ist ohne weiteres einleuchtend. Es 
sollen aber iiber dieses verschiedene Verhalten der Ammen- 
und der Kuhmilch noch spezielle Versuche angestellt werden, 
in denen auch die EiweiSmenge der Nahrung die gleiche ist. 

Die gegeniiber dem Erwachsenen erhéhten Ammoniak- 
werte im Harn, die wir ebenfalls gefunden haben, sind schon 
immer darauf bezogen worden, da8 der Saugling mit Riick- 
sicht auf sein Wachstum sehr haushilterisch mit den ihm zur 
Verfiigung stehenden fixen Basen umgehen mu8. Er benutzt 
also zur Neutralisation der bei der Oxydation seiner Nahrungs- 
stofie entstehenden Sauren sehr viel ausgiebiger das Ammoniak 
als der Erwachsene, dem gewdhnlich ein UberschuB an fixen 
Basen im Organismus zur Verfiigung stehen diirfte. Mit diesem 
Umstande hangt dann natiirlich der relativ geringere Gehalt des 
Harns an Harnstoff beim Saugling notwendig zusammen. Die 
Mengen Sauren, z. B. Schwefelsiure, die maximal aus den ver- 
brannten EiweiSstoffen entstehen kénnen, lassen sich leicht 
berechnen. Unsere Sauglinge haben z. B. in der ersten Periode 
(Ammenmilchnahrung) taglich rund 900 mg Stickstoff bekommen; 
da nun in der Ammenmilch nach unseren und den in der 
Literatur vorliegenden Analysen etwa 20°/, des Stickstofis auf 
NichteiweiBsubstanzen kommen, so bleiben in unserem Falle 
720 mg fiir Eiweifstickstoff tibrig — das sind rund 4,3 g 
Casein, wenn aller Stickstoff auf Casein und nicht auf andere 
Proteine umgerechnet wird. Nun enthalt Casein nach den 
Analysen der meisten Untersucher 1,11°/, S; werden also unsere 
4,3 g Casein restlos verbrannt, so wiirden sich aus den 0,04773 g 
Schwefel des Caseins 0,1460 g Schwefelsiure bilden kénnen. 











Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des Sauglings. 147 


Normalerweise findet man im Siuglingsharn etwas weniger 
Schwefelsiiure (etwa 0,1 g), weil natiirlich ein Teil des Schwefels 
im Kérper zuriickbehalten wird. Zur Neutralisation wiirden 
0,1 g Schwefelsiure 34,79 mg Ammoniak oder 28,63 mg N 
gebrauchen. Ausgeschieden haben die Kinder in der ersten 
Periode aber 37,00, 49,70, 44,76 mg Ammoniak-N. Es 1laBt 
sich also ein sehr grofer Teil des Ammoniaks auf diese Weise 
unterbringen, ohne daS wir natiirlich auf diese eine spezielle 
Rechnung uns festlegen wollen. Denn es wird ja zweifellos 
nicht die gesamte Menge des Caseins verbrannt und die Ver- 
brennungsprodukte ausgeschieden, sondern ein Teil davon wird 
angesetzt und ferner stehen dem Siugling ja auch eine gewisse 
Menge anderer anorganischer Basen zur Neutralisation immerhin 
zur Verfiigung. 

Wir haben endlich noch die N-Bilanzen von unseren 
Kindern aufgestellt; der erste Versuch li8t sich wegen der 
fehlenden Stickstoffzahlen im Kot nicht mitverwerten. Der 
Ausfall ist aber nicht so schwerwiegend, denn der dritte Ver- 
such ist ja das genaue Ebenbild des ersten. Rechnet man 
die Zahlen fiir Harn-N und Kot-N zusammen und addiert dazu 
eine Durchschnittszahl fiir den N-Verlust im Schweib usw., die 
wir mit Rubner') zu rund 40 mg annehmen, so ergibt sich, 
da8 im zweiten Versuch (Kuhmilch) Kind Ko. 579,8 mg N 
angesetzt hat; Kind Le, 784,5 mg und Kind Hii. 575,1 mg. 
Im dritten Versuch (Ammenmilch) sind die Werte folgende: 
Kind Ko. 151,9 mg; Kind Hii. 152,4 mg; Kind Le. 418,9 mg. 
Das anscheinend paradoxe Verhalten, daB bei Ernihrung mit 
Kuhmilchmischung sehr viel mehr N im Kérper zuriickgehalten 
wurde als bei der Ernahrung mit Ammenmilch, erklart sich 
wohl ungezwungen dadurch, daB bei der Ernahrung mit Kuh- 
milchmischung das Angebot von Eiwei8 etwa doppelt so groB 
war wie bei der Ernahrung mit Ammenmilch. Wir glauben 
auch nicht, da8 man hier generell bei der Retention des 
Stickstofis von einem ,,HiweiBansatz* sprechen kann. Als was 
der Stickstoff im Kérper zuriickgehalten wird, ist sehr schwer 





1) Zs. f. Biol. Bd. 36, S. 34 (1898). 
10* 
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zu sagen; uns scheint aber, besonders wenn man die Zahlen 
der Tab. ITI sich naher ansieht, daB der dritte Versuch fast in 
allen seinen Werten noch vom vorangehenden zweiten beein- 
fluBt sei. Der Nahrungs-N ist ja freilich etwas gréBer wie 
im ersten Versuch, uns will aber scheinen, daB die Zahlen 
fir die Ausscheidungen doch nicht wieder die niedrigen Werte 
des ersten Versuches erreichen, selbst wenn man diese Ande- 
rung mit in Betracht zieht. Danach wiirden die im zweiten 
Versuch retinierten Mengen Stickstoff erst sehr allmihlich 
wieder ausgeschieden. Bei der Wiederholung derartiger Ver- 
suche wird man nach unserer Meinung einen noch gréBeren 
Zwischenraum zwischen die einzelnen Versuche einschalten 
miissen, um sicher vor jeder Beeinflussung durch den voran- 
gehenden Versuch zu sein. 

Das Ergebnis unserer Untersuchungen laBt sich dahin 
zusammenfassen, daB der kindliche Stoffwechsel sich sehr gut 


mit dem des Erwachsenen vergleichen lift, wenn man die 


verschiedene Zusammensetzung des Kérpers in den verschiedenen 
Lebensaltern beriicksichtigt. Rechnet man die Analysenresultate 
sinngemiB um, so zeigt der kindliche Stoffwechsel fast die 
gleichen Verhaltnisse wie der des Erwachsenen. Wo sich 
geringe Abweichungen ergeben, sind sie in der Natur des stark 
auf Wachstum eingestellten kindlichen Stoffwechsels begriindet. 
Dariiber hinaus haben wir aber keine Anhaltspunkte gefunden, 
daB etwa ganz besondere Verhiltnisse fir den Sauglingsstoff- 
wechsel in Frage kamen. 

Zum Schlu8 sagen wir dem Assistenten der Kranken- 
station des Waisenhauses Rummelsburg, Herrn Dr. Seifert, 
unseren besten Dank fiir seine Hilfe bei unseren Versuchen. 
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Untersuchungen iiber Protoplasma. 


Uber die chemischen Bestandteile des Plasmodiums von 
Reticularia lycoperdon. 
Von 
Alexander Kiesel. 





(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitut zu Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1925.) 


Protoplasma ist ein ganz bestimmter Begriff fir jeden 
Biologen, ob dieser sich mit rein morphologischen oder rein 
physiologischen Fragen befaBt, und bildet samt dem in dem- 
selben differenzierten Kerne die Grundsubstanz, mit der alle 
vitalen Funktionen des Kérpers verbunden sind. Vom che- 
mischen Standpunkte aus stellen Protoplasma und Kern jedoch 
nur ein Gemisch zum gréBten Teile sehr komplizierter Kérper 
vor, in dem heterogene Systeme zumeist kolloidaler Substanzen 
vorwiegen. 

Die rein morphologische Richtung der Plasmauntersuchung, 
die zur Aufdeckung dieser oder jener Struktur und zum Auf- 
stellen verschiedener Theorien iiber die Struktur des Plasmas 
und des Kernes gefiihrt hat, tritt jetzt bedeutend zuriick im 
Vergleich zu der physiko-chemischen Richtung, bei der die 
Plasmastruktur als Folge der in komplizierten heterogenen 
Systemen herrschenden und streng nach physikalisch-chemischen 
Gesetzen geregelten Dispositionen angesehen wird. Es wire 
unrichtig, wenn man behaupten wollte, daB die morphologische 
Untersuchung ihr Werk getan hatte und nun der rein physiko- 
chemischen Untersuchung den Platz einriumen solle: das 
morphologische Studium der natiirlichen und der durch ver- 








150 Alexander Kiesel, 





schiedene Hartungsmittel hervorgerufenen kiinstlichen Struk- 
turen des Plasmas mu aber auf den Ergebnissen der physi- 
kalischen Chemie fuBen und Hand in Hand mit den neuen 
Befunden dieses so stark sich entwickelnden Gebietes der 
Wissenschaft vorriicken. 

Als drittes Glied der richtigen Erfassung des Protoplasma- 
problems tritt die biologische Chemie hinzu, deren Aufgabe 
es ist, die chemischen Einzelkérper, die das Plasma und den 
Kern bilden und die dem oder’ jenem heterogenen System der 
Zelle als Material zugrunde liegen, naher zu charakterisieren. 
Zugleich hat sie die Aufgabe, dariiber zu entscheiden, welche 
von den EKinzelkérpern zu den grundlegenden, man kénnte 
vielleicht sagen, vitalen Substanzen der Zelle oder dem eigent- 
lichen Plasma, welche zu den nebensichlichen Hilfs- oder Er- 
nihrungsstoffen, weiterhin zu den Abfall- und Ubergang- oder 
Zwischenstoffen, und zuletzt nur zu den biologisch auch wich- 
tigen Schutz- und Regulationsstoffen gehéren. 

Das quantitative Uberwiegen eines oder mehrerer einzelner 
Kérper in der Zelle kann lange noch nicht als Beweis der 
Rolle derselben als grundlegende Substanz des Lebens gelten. 
Ganz unabhingig von dem quantitativen Verhialtnis kann ein 
im Protoplasten aufgefundener Kérper jeder der eben genannten 
Gruppen von Stoffen angehéren und demnach verschiedene 
Bedeutung haben: Qualitit und Quantitit stehen in der Be- 
deutung fiir Lebensvorgiinge nicht in Zusammenhang. 

Die Frage iiber die Existenz einer individuellen Substanz, 
die einzig und allein als Lebenssubstanz der Zelle bezeichnet 
werden kann, etwa in dem Sinne, wie es seinerzeit Reinke’) 
fir das Plastin von Aethalium septicum annahm, ist lange 
noch nicht gelést. Ob die Substanz, wenn sie wirklich existiert, 
in verschiedenen Organismen immer dieselbe ist und die 
spezifischen EKigenschaften verschiedener Organismen durch 
Nebensubstanzen bedingt sind; ob die spezifischen EKigen- 
tiimlichkeiten verschiedener Organismen durch Verschiedenheit 





1) Studien tiber Protoplasma, III, Unters. aus dem bot. Labor. d. 
Univers. Géttingen, 1883. 
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der Grundsubstanz hervorgerufen werden; ob wir die 
Existenz einer besonderen individuellen Lebenssubstanz ver- 
neinen miissen und die Belebung der Materie nur in einem 
in bestimmten Verhiltnissen vorgegangenen Zusammenstellen 
verschiedener Kérper besteht, die dabei auch eine durch 
physikalisch-chemische Gesetze geregelte Struktur hervor- 
bringen, alles das sind Fragen, die noch keine auch nur an- 
nihernde Liésung gefunden haben und vielleicht auch nie finden 
werden. Das einzige kann wohl aber als festgestellt gelten, 
daB die lebendige Substanz, ob sie einheitlich ist oder ein 
Gemisch darstellt, tot erscheinen muB, wenn sie von dem zu 
ihrem Bestehen nétigen Medium, d. h. von einer vielleicht 
groben Reihe nétiger Hilfssubstanzen abgetrennt wird. So 
verschwindet eigentlich die Grenze zwischen der lebenden 
Substanz und dem Organismus oder der Zelle, die auBer der 
lebenden Substanz die nétigen Hilfssubstanzen einschlieBen. 
Die lebendige Substanz oder das eigentliche Protoplasma wird 
eben zum Protoplasten. Zugleich verschwindet die lebendige 
Substanz als chemisches Untersuchungsobjekt und jeder chemisch 
individuelle Kérper des Protoplasten kommt mit in Betracht, 
wobei nur bei der Untersuchung der Dynamik der Lebens- 
erscheinungen, d. h. ganz indirekt, den eigentlichen Grund- 
substanzen des Lebens einigermafen nihergetreten werden 
kann. 

Die vorliegende Untersuchung bildet den Anfang einer in 
dieser Richtung geplanten Arbeit und behandelt die Substanzen, 
die im Protoplasten eines in dieser Richtung noch nicht unter- 
suchten Schleimpilzes, nimlich Reticularia lycoperdon, vor- 
kommen. Hs ist also keine eigentliche Plasmauntersuchung. 

Die schénen, schon vor mehr als 40 Jahren erschienenen 
Untersuchungen von Reinke und Rodewald?), die vor kurzer Zeit 
von W. Lepeschkin in einer leider sehr kurz gefaBten Arbeit?) 
in einzelnen Teilen noch erganzt wurden, behandelten schon 
die chemischen Bestandteile des Schleimpilzes Aethalium 


) Unters. a. d. bot. Labor. d. Univ. Géttingen, I—III, 1881—83. 
Studien iiber Protoplasma. 
*) Ber. bot. Gesell. Bd. 41, 8. 179 (1928). 
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septicum. Obgleich die Plasmodien der Schleimpilze dem 
eigentlichen Plasma") niher stehen als andere Objekte, so sind 
es doch ganze Organismen, ganze Protoplasten, die neben dem 
eigentlichen Plasma in sehr groSer Menge die schon erwihnten 
Nebenstoffe von anderer Bedeutung einschlieBen. 

Da uns aber, wie schon betont wurde, das eigentliche 
Plasma fiir chemische Untersuchungen nicht zuginglich ist, 
und, auBer dem eben genannten Falle, es uns auch an den 
noch ausfiihrbaren Protoplastenuntersuchungen fehlt, mu8 es 
fir die Plasmaforschung von groBbem Interesse sein, neue, aus 
reinen Protoplasten zusammengesetzte Objekte in ihre Bestand- 
teile aufzulésen. 





Die Plasmodien wurden im Freien auf Baumstiimpien 
(hauptsichlich Birken) im Laufe August/September 1924 ge- 
sammelt und sogleich in Alkohol gelegt, der durch das Kin- 
bringen des wasserreichen Materials allmahlich von 96°/, auf 
etwa 50°/, verdiinnt wurde. Die sehr verschieden groBe 
Massen bildenden Plasmodien wurden in einem méglichst 
gleichen Entwicklungsstadium gesammelt, als sie aus dem 
Inneren der Baumstiimpfe auf die Oberfliche derselben zur 
Bildung der Fruchtkérper herauskamen. In einem friiheren 
Stadium ist das EKinsammeln des Materials iiberhaupt unmdg- 
lich, wenn es sich nicht um ganz geringe Mengen handelt. Die 
Farbe war vollstindig weiB, die Konsistenz rahmig. Meist 
waren die Plasmodien schon mit einer sehr diinnen weiSen 
Oberhaut bedeckt. Beim mihevollen Sammeln des Materials 
war mir mein Sohn, W. Kiesel, sehr behilflich, wofiir ich 
ihm hier meinen Dank ausrichte. : 

Das Trockengewicht der gesammelten Plasmodienmassen 
wurde durch Summieren der Gewichte der einzelnen wahrend 
der Verarbeitung erhaltenen Fraktionen bestimmt und betrug 
85,65 g: : 

Die vorbereitende Verarbeitung des Materials gestaltete 
sich folgendermaBen. 





) Plasma und Kern zusammen gemeint. 
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Nach méglichster Abtrennung der nicht im Gewicht ein- 
geschlossenen diinnen Oberhaute der Plasmodien auf einer 
Siebplatte, was nicht ganz einwandfrei quantitativ ausgefihrt 
wurde, da die diinneren Haute sehr leicht zerfielen und von 
dem Plasma nicht abgetrennt werden konnten, wurde der sehr 
schwach gelb gefirbte Alkohol von dem zerriebenen Material 
abgegossen und filtriert. Da die Lésung in einer Probe mit 
der 6fachen Menge reinen Alkohols keine Ausfaillung gab, 
konnte auf die Abwesenheit von Glykogen und anderen durch 


Alkohol faillbaren Substanzen in der Lésung geschlossen werden. 


Die abgegossene Fliissigkeit wurde durch frischen Alkohol 
ersetzt, was mehrmals wiederholt wurde, wobei jedesihal die 
Extraktion mehrere Tage dauerte und der ungeléste Teil 
immer abgesogen wurde. Dann wurde die Extraktion in 
gleicher Weise mit absolutem Alkohol fortgesetzt, bis véllige 
Entwisserung eintrat und kein bedeutender Riickstand mehr 
bei Verjagung des Alkohols nachblieb Danach wurde der 
ungeléste Teil mit wasserfreiem Ather in gleicher Weise 
erschépfend extrahiert.. 

Die ganze Extraktion dauerte lingere Zeit, wobei die 
Extrakte jedesmal im Kohlensiurestrome und Vakuum ein- 
geengt, vereinigt und in Kohlensiureatmosphire aufbewahrt 
wurden. 

Die Plasmodien besaBen, im Gegensatz zu den Plasmodien 
von Athalium, keine alkalische, sondern eine ganz schwach 
saure Reaktion; die Extrakte waren demgemiB auch schwach 
sauer. Da im Kohlensaurestrome gearbeitet wurde, konnte 
keine genaue quantitative Bestimmung der flichtigen Sauren 
vorgenommen werden. 

Die auf ein geringes Volum gebrachten alkoholischen 
Extrakte schieden Ol aus. Dieses wurde durch Ausschiitteln 
mit Petrolither gesammelt, wobei zwischen der Petrolither- 
und Wasserschicht ein nicht ganz unbetrichtlicher, fester, 
feiner Niederschlag zu bemerken war, der mit groBer Miihe 
von der waBrigen Schicht abfiltriert wurde und in heifem 
Alkohol zum gréBten Teile léslich war. Der Niederschlag (I) 
wurde einstweilen nicht untersucht. 
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Die wibrige Lésung wurde im Vakuum zum Sirup ein- 
geengt, wobei ein saures Destillat erhalten wurde. Beim Auf- 
lésen in Wasser blieb ein ganz geringer Teil ungelést (Il), der 
nicht weiter untersucht wurde. : 

Die Mengen der in angegebener Weise erhaltenen Frak- 
tionen betrugen: 


Ol der Alkoholextrakte . . . . . . . 16,51 g oder 19,27 %, 
Ol der Atherextralte «. 2 ws 
Trockensubstanz der wiBrigen Lisung. . 17,03 ,, 19,88 
Niedemebleg sd 2.6 Sa es we ee a eee 
WpGOrNNNIN Th. nk hse a «OR 


Extrahiertes Plasmodium . . 47,72 «: S83 


Im Ganzen 85,65 g oder 99,99 °/, 





I. 61 der Alkoholextrakte. 


Bei der Verarbeitung der Fett- und Lipoidsubstanzen 
wurde sehr dafiir gesorgt, eine Oxydation derselben durch 
Zutritt von Luft zu verhiiten. Beim Abdestillieren der Lésungs- 
mittel und beim Trocknen wurde stets ein Kohlensaurestrom 
durch die Apparatur durchgelassen. Das Aufbewahren geschah 
entweder im Vakuum oder in einem mit Kohlensaure gefiillten 
GefaB, so daB die Substanzen nur kurze Zeit und in den 
nétigsten und unumgiinglichsten Fallen in Berithrung mit der 
Luft kamen. Vor den Titrationen wurde das Ol immer durch 
wiederholtes Evakuieren und laingeres Belassen im Vakuum 
von der Kohlensiure befreit. 

Von den 16,51 g flissigen, ziemlich dunklen Oles wurde 
ein kleinerer Teil zu orientierenden Konstantenbestimmungen 
und Analysen verwendet, der gréBere Teil zur Abtrennung der 
das Ol zusammensetzenden Bestandteile gebraucht. 

Saurezahl 25,42; Jodzahl 84,53; Verseifungszahl 168,5; 
Esterzahl 143,1. 

In Wasser unldsliche Fettsiuren und Cholesterin 88,33°/, ; 
Jodzahl dieses Gemisches 96,43. 

Aus diesen Zahlen 148t sich berechnen, daB etwa 15°/, 
der Fettsiuren in freiem Zustande anwesend waren. Den 
gréBten Teil der Fettsiuren muBte Oleinsiure bilden. 
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Der Phosphorgehalt des -Oles betrug 0,97°/,. Es mubBte 
also im Ole eine gréBere Menge Phosphatide anwesend sein. 
Auf Lecithin berechnet, ergibt der Phosphorgehalt 24,25 °/, 
Lecithin im Ole. Die Plasmodien miiSten demnach 4,67°/, 
der Trockensubstanz an Lecithin enthalten. 

Zuletzt wurden noch die Kohlenhydratgruppen im Ole 
bestimmt. Nach 5?/, stiindiger Hydrolyse mit 2°/,iger Salz- 
siure enthielt die waBrige Flissigkeit eine 0,71°/, des Oles 
betragende Zuckermenge. Dieselbe Zuckermenge wurde auch 
bei der Saurehydrolyse der in der waBrigen Lésung nach der 
Verseifung des Oles enthaltenen Substanzen gefunden; sie be- 
trug hier 0,74°/, des Oles. Dieses kann wohl nur durch die 
Annahme erklart werden, da® im Ole, vielmehr in den Leci- 
thinen, nicht Mono-, sondern Polysaccharidgruppen enthalten 
waren, da doch erstere durch die Alkaliwirkung bei der 
Verseifung zerstért gewesen sein muBten, was aber nicht der 
Fall war. 

Da die Menge des Oles nicht geniigend fir eine ganz 
erschépfende Untersuchung war, wurde die iibrig gebliebene 
Menge, ohne daB die Phosphatide abgetrennt wurden, verseift 
und die Cholesterin- und Fettsiurenfraktion, sowie die in 
Wasser léslichen Bestandteile voneinander getrennt. 


a) Cholesterinfraktion. 


Die in Petrolither aus der alkalischen Verseifungslésung 
aufgenommenen Substanzen wurden vom Petrolather befreit 
und wogen nach Trocknen im Kohlensaiurestrome, bei Be- 
rechnung auf die gesamte Olmenge, 0,406 g. Die ganze Menge 
krystallisierte aus heiSem Alkohol in glinzenden Blattchen 
aus und gab die iiblichen Cholesterinreaktionen. AuBer Chole- 
sterin waren keine anderen Substanzen nachzuweisen. Die 
Cholesterinmenge entsprach 2,46°/, des Oles oder 0,47°/, des 
urspriinglichen trockenen Plasmodiums. 


b) Fettsaurefraktion. 


_ Neben den in Wasser unldslichen Fettsiuren enthielt das 
Ol keine nachweisbaren Mengen fliichtiger Siuren. Bei der 
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Destillation mit Wasserdampf des in Wasser unléslichen Fett- 
siuregemisches destillierte eine etwas tribe Flissigkeit tber, 
in der sich bald eine geringe Menge weiBer, anscheinend neutral 
reagierender Flocken abschied. Dasselbe geschah auch bei 
der Destillation der von dem Cholesterin und den Fettsiuren 
befreiten wiBrigen Fliissigkeit der Verseifung. Die Menge 
der Substanz war aber fiir eine weitere Untersuchung zu 
gering.’) 

Im Fettsiuregemisch wurden in iiblicher Weise die un- 
gesittigten Fettsiuren von den gesittigten als Bleisalze ge- 
trennt. 

Die freigelegten, fliissigen, ungesittigten Fettsiuren wogen 
nach Trocknen im Kohlensiurestrom bei 85°, auf die Gesamt- 
menge des Oles berechnet, 12,91 g. Die Jodzahl betrug 105,4. 

Die weitere Trennung wurde durch Darstellung der Brom- 
additionsprodukte erzielt. Das in kaltem Petrolither lésliche 
Dibromid entsprach fir die ganze Olmenge 16,90 g und stellte 
der Brombestimmung nach Dibromstearinsiure vor. Die dem 
Bromid entsprechende Oleinsiuremenge berechnete sich zu 
10,78 g. 

Die in kaltem Petrolither unlésliche Bromidmenge liste 
sich vollstandig in Ather auf und bestand also nur aus Tetra- 
bromiden. Das Gewicht entsprach fiir das gesamte Ol 4,50 g. 
Durch Schmelzpunktbestimmung, bei der 114—115° gefunden 
wurden, lieB sich als alleiniger Bestandteil Tetrabromstearin- 
siure nachweisen. Es muBte also im Ole Linolsiure vorgelegen 
haben, deren Menge sich fir die ganze Menge Ols zu 2,10 g 
berechnen laBt. 

Das Gewicht der festen gesittigten Fettsiuren betrug fiir 
die ganze Olmenge 1,17 g. Dem Schmelzpunkte und der 
Titration nach lag fast reine Palmitinsiure vor. 


c) Wasserlésliche Substanzen der Verseifung. 


Die Lésung enthielt gréBere Mengen Phosphorsaure. Mit 
Phosphorwolframsiure gab die angesiiuerte Lésung eine starke 





*) Leider fehlte mir die Apparatur fiir Mikroelementaranalyse. 


PREEMPT G8 Ne tn tere a HEN RA yh a eg 


ere 


OGRE RES SOUR EM a NOS 8 dy See Sink A 
ep ; 


deep eALERTS IT BREE 








Untersuchungen tiber Protoplasma. - 157 


Fallung. Beim Erwarmen einer Probe mit Natronlauge war 
ein starker Geruch nach Trimethylamin zu bemerken, welches 
aus dem den Lecithinen entstammenden Cholin entstanden war. 
Nach Eindampfen eines abgemessenen Teiles der Lésung 
zam Sirup wurde dieser mit Alkohol extrabiert, der Alkohol 
verjagt und das im Riickstande enthaltene Glycerin durch 
Oxydation zu Oxalsiure und Titration der letzteren mit 
Kaliumpermanganat in saurer Lésung bestimmt. Die Glycerin- 
menge entsprach fiir das gesamte Ol 0,957 g oder 5,79 9/,. 


Il. 61 der Atherextrakte. 


Das sehr helle gelbliche 01 hatte folgende Konstanten: 

Jodzahl 96,3; Siéurezahl 3,03; Esterzahl 173,3; Ver- 
seifungszahl 176,3. 

Als Hauptbestandteil des Oles muBte Oleinséure anwesend 
sein. Das Ol war viel weniger sauer, als das bei den Alkohol- 
extraktionen erhaltene. Dieses war auch verstindlich, da 
doch Fettsiuren in Alkohol besser als neutrales Ol lds- 
lich sind. 

Die Verarbeitung des Oles geschah ganz in der friher 
angegebenen Weise, wobei bei der Abtrennung der Cholesterin- 
fraktion durch Petrolither von der alkalischen Seifenlésung 
eine sehr geringe Menge einer sowohl in Petrolither als auch 
in Wasser unléslichen Substanz zu bemerken war. Der ge- 
ringen Menge wegen konnte dieselbe nach dem Abfiltrieren 
nicht untersucht werden. 

Das Gewicht der Cholesterinfraktion betrug 0,087 g. Es 
lag Cholesterin ohne nachweisbare Beimengungen vor. 

Das Gewicht der ungesittigten Fettsiuren betrug 2,67 g. 
Die Jodzahl des Gemenges war 95,1. 

Die Trennung der ungesittigten Fettsiuren als Bromide 
fihrte zur Darstellung eines Tetrabromids mit dem Schmelz- 
punkte 113,5°. Es lag also hier Tetrabromstearinséure vor. 
Die Menge der dem Tetrabromid entsprechenden Linolsiure 
berechnete sich fiir die ganze Olmenge zu 0,40 g. 

Die in kaltem Petrolither léslichen Bromide wurden von 


_ Petrolither befreit. Beim Stehen schied sich in der dligen 
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Flissigkeit ein geringer krystallinischer Niederschlag ab, der 
0,04 g wog. Der Schmelzpunkt der Krystalle war je nach 
den Bedingungen 59—60° und 65—66°, wobei ein mehrfach 
wiederholtes Umkrystallisieren aus Petrolather keine Ver- 
ainderung im Verhalten der Substanz wahrend der Schmelz- 
punktbestimmung hervorrief und immer die beiden Schmelz- 
punkte gefunden wurden. Die Substanz konnte der geringen 
Menge wegen nicht naiher untersucht werden, Es konnte sich 
um ein héheres (Tetra-) Bromid handeln, da doch Tetrabromide 
von Fettsiuren auch mit niedrigem Schmelzpunkt bekannt sind. 

Das fliissige Dibromid war Dibromstearinsiéure, wenn auch 
ein etwas zu hoher Bromgehalt (37,01°/,) gefunden wurde; 
obgleich die Brombestimmungen bei Dibromiden der Fett- 
siuren meistenteils zu hohe Werte ergeben, konnte etwas von 
dem unbekannt gebliebenen Bromide in der Lésung ibrig ge- 
blieben sein. Die dem Dibromid entsprechende Olsiuremenge 
betrug fiir die ganze Menge des Ols 2,25 g. 

Das Gewicht der gesittigten Fettsiuren betrug 0,52 g. 
Auch hier war nur fast reine Palmitinsiure vorhanden. Der 
Schmelzpunkt nach einmaligem Umkrystallisieren war 58,5°. 
Die Titration ergab das Mol.-Gew. 250. 


0,1009 g Substanz gaben 0,1147 g H,O oder 0,0128¢g H und 
0,2767 g CO, oder 0,0755 g C. 


Ber. fiir Palmitinsiure 74,92°/, C  12,61°9/, H 12,47°/, O 
Gef. i ee ee 


Es waren also im Atherextrakte dieselben Fettsiuren 
aufgefunden worden, wie in den Alkoholextrakten, nur in 
anderen Verhialtnissen, und auBerdem wurde in sehr kleiner 
Menge eine neue, unbekannt gebliebene Siure nachgewiesen. 





Die nebenstehende Zusammenstellung gibt uns die Re- 
sultate der Oluntersuchung in anschaulicher Weise an. 

Wir sehen, daB die Phosphatide hauptsachlich in den 
Alkoholextraktionen enthalten waren. Die angegebene Cholin- 
menge wurde unter der Voraussetzung des Verhiltnisses 
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N:P =1:1 berechnet und kann demnach nicht fir genau 
gelten. Das Auftreten von Zuckergruppen im Ole bestitigt 
die friiheren Angaben von E. Schulze tiber den Kohlenhydrat- 
gehalt in Phosphatiden. Leider konnte durch einen Unfall 
keine Glycerinbestimmung in dem aus den Atherextrakten dar- 
gestellten Ole ausgefihrt werden. In dem auf Glyceringehalt 
gepriiften Ole der Alkoholextrakte war dieser merkwiirdig 
niedrig. Wenn auch durch Alkoholextraktion des glycerin- 
haltigen Sirups etwas Glycerin der Bestimmung vielleicht ent- 
schlipft war, konnte das doch nicht in so groBem Mafe ge- 
schehen. Freilich waren etwa 15°/, der héheren Fettsiuren 
in freiem Zustande im Ole enthalten, aber dennoch mufte bei 
alleiniger Veresterung der Fettsiuren mit Glycerin eine gréBere 
Menge Glycerin aufgefunden worden sein. Es ist daher zu 
vermuten, daB auBer dem Glycerin noch andere Kérper, naim- 
lich zuerst Cholesterin, dann auch die Kohlenhydrate, im Ole 
mit Fettsiuren verestert waren.’) | 

Wenn man jetzt die im Plasmodium von Reticularia lyco- 
perdon aufgefundenen Olmengen, die am Aufbau des Oles be- 
teiligten Fettsiuren, den Lecithin- und Cholesteringehalt mit 
den von Reinke fir die Olbestandteile des Plasmodiums von 
Aethalium septicum gemachten Angaben vergleicht, so ist ein 
grundverschiedener Unterschied nicht zu tibersehen. Die dligen 
Bestandteile des Protoplasten von Reticularia passen viel mehr 
mit unseren tiblichen Vorstellungen iiber die Beteiligung der 
Fettsubstanzen am Aufbau des Protoplasten zusammen. Das 
Ol muB hauptsichlich als Reservesubstanz des Plasmas an- 
gesehen werden, wobei diese Reservesubstanz in den unter- 
suchten Plasmodien von Reticularia in viel gréBerem AusmaBe 
als in den von Reinke und Lepeschkin untersuchten Plas- 
modien von Aethalium angehiuft war. Letzteres konnte da- 
durch bedingt gewesen sein, dab die Plasmodien von Reticularia 
in natiirlichen Verhaltnissen und wohl bei besseren Nahrungs- 
bedingungen eingesammelt wurden. 


1) Vgl. die eben in dieser Zs. veréffentlichte Untersuchung des Oles 
von Farnsporen. 
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III. Wasserlosliche Substanzen der Alkoholextrakte. 


Bei nicht nachweisbaren Mengen veresterter flichtiger Fett- 
siuren im Ole enthielten die Plasmodien eine weniger als 
15 com n/10-Natronlauge entsprechende Menge freier niederer 
Fettsiuren’), die bei der Vakuumdestillation der wiBrigen 
vom Ole abgetrennten Lisung aufgefangen wurde. Nach An- 
siuren mit Schwefelsiure?) wurden weitere Siuremengen er- 
halten, die 12,5 com n/10-Natronlange entsprachen. Die fliich- 
tigen Sauren bedingten die saure Reaktion der Plasmodien. 
Im Gemenge, welches nicht naher untersucht wurde, wurde 
Ameisensiure nachgewiesen. Nebenbei wurde die schon er- 
wahnte weiBe, mit Wasser flichtige Substanz aufgefunden. 

Beim Auflésen des beim Einengen erhaltenen Sirups in 
Wasser blieben 0,18 g ungelést. Die Substanz hatte Ahnlich- 
keit mit dem beim Abtrennen des Oles entstandenen Nieder- 
schlage. Wie schon angegeben, wurden beide einstweilen nicht 
untersucht. 

Die filtrierte Lésung enthielt 17,03 g Trockensubstanz, was 
19,88°/, des trocknen Plasmodiums entspricht. 


a) Kohlenhydrate. 


Die waéBrige Lisung enthielt 2,35 g reduzierenden Zuckers. 
Bei 3/, stiindiger Hydrolyse mit 0,2°/,iger Salzsiure wurden 
noch 0,27 g Zucker nachgewiesen. Die folgende 3 stiindige 
Hydrolyse mit 2°/, Salzsiure ergab endlich noch 4,53 g Zucker. 
Daraus lassen sich folgende Kohlenhydratmengen berechnen: 























°/, des 

8 Plasmodiums 
Reduzierender Zucker ee eS 2,35 2,74 
Sehr leicht hydrolysierbares Polysaccharid 0,26 0,30 
Schwerer hydrolysierbares Polysaccharid . 4,30 5,02 





*) Die Bestimmung war nicht genau, da die Lisung Kohlensiure 
enthalten muBte. 


*) Um die Kohlenhydrate nicht zu schidigen, wurde diese Destil- 
lation erst nach den Kohlenhydratbestimmungen ausgefiihrt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CL. 11 





162 Alexander Kiesel, 


Ob wirklich 3 Kohlenhydratarten im Plasmodium ent- 
halten waren, kann nicht fiir festgestellt gehalten werden, da 
bei der leichteren Hydrolyse das spater durch stiarkere Siure 
volistiindig gespaltene Polysaccharid schon zum kleinen Teile 
gespalten sein konnte. Eine weitere Untersuchung der Poly- 
saccharide wurde nicht vorgenommen. 


b) Stickstofformen. 


Der Gesamtstickstoff in den 17,03 g Trockensubstanz der 
Lésung betrug 1,16 g oder 6,81°/,. Bei Abzug der nach- 
gewiesenen Kohlenhydratmengen berechnet sich der mittlere 
Stickstoffgehalt der sonst in der Lésung enthaltenen Substanzen 
zu 11,46°/,. AuBer den Kohlenhydraten und KiweiBspaltungs- 
produkten muBten demnach noch andere stickstofffreie oder 
stickstoffarme Substanzen in der Lésung gewesen sein. 

Um eine annihernde Vorstellung iiber die Stickstofformen 
zu gewinnen, wurde auBer dem Gesamtstickstoff noch der Amino- 
und Amidstickstoff der Lésung vor und nach der vorgenommenen 
Phosphorwolframsiurefallung bestimmt. 

















Vor der Fallung mit | Nach der Fallung mit 
P-W-Sidure P-W-Siure 
a & 3 a 
Sceiss S22) 22 
Sadsiv's Sasilsy 
6 a s 16 | _© = 6 a £ 6 | _o g 
cS = mi? x] TS 2 mie 3 
= & Oy 3° & Ay 
Gesamtstickstoff . . .|1,160| 6,81 | 1,85 |0,486| 2,56 | 0,51 
a-Aminostickstoff'). . .| 0,516; 3,038 | 0,60 | 0,213; 1,25 0,25 
w-Aminostickstoff?) . .|0,102| 0,60 | 0,12 | 0,010! 0,06 | 0,01 
Amidstickstoff . . . .J| — — — 0 0 0 
Sticketoff der P-W-Siure- | 
fitlene . 664 6 GL ee — 10,724] 425 | 0,84 























1) Bei 5 Minuten dauernder Einwirkung der Salpetrigen Siure im 
Apparate nach van Slyke. 

*) Bei 12 stiindigem Einwirken der Salpetrigen Siure, also w-Amino- 
und Eiwei8- (Pepton-) Amino-Stickstoff. 








_ Unbekannte, nicht gefillteN-Formen 0,223 ,, 0,260 ___,, 
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Aus den so erhaltenen Zahlen lassen sich folgende Stick- 
stofformen berechnen: 


«-Aminostickstoff der Basen . . . 0,303g oder 0,354°/, des Plasmodiums 
w-Aminostickstoff der Basen. . . 0,092") ,, 0,107 a ma 

Nicht reagierender N der Peptone . 0,329 ,, 0,384 . 
o-Aminostickstoff der Aminosiuren. 0,213 ,, 0,249 ‘. 


Selbstverstindlich gab die Berechnung nur anndhernde 
Zahlen und gestattete auBerdem nur einen allgemeinen Uber- 
blick tiber die verschiedenen Stickstofformen, da doch nicht 
alle stickstoffhaltigen Substanzen bekannt waren. Jedenfalls 
muBten pepton- oder peptidartig gebaute Kérper in der Lésung 
eingeschlossen gewesen sein. | 

Bei der Verarbeitung der Phosphorwolframsiurenieder- 
schlige wurde eine ganz geringe Menge nicht niher charak- 
terisierter fliichtiger Basen aufgefunden. Zur Trennung der 
basischen Bestandteile wurde das Silber- und Silberbarytver- 
fahren in tiblicher Weise angewendet. 

Von den Nucleinbasen wurde nur Adenin sicher nach- 
gewiesen. Das Pikrat desselben wog 0,16 g und zersetzte sich 
nach Umkrystallisieren aus heiBem Alkohol bei 281°. Auch 
wurde das charakteristische Chloraurat dargestellt. Guanin 
fehlte. AuBerdem waren geringe Spuren Hypoxanthin oder 
Xanthin vorhanden. 

Histidin war nicht nachzuweisen. Die Argininfraktion ent- 
hielt augenscheinlich eine geringe Menge Guanidin, welches als 
Pikrat erhalten wurde, jedoch sich unscharf etwas unter 280° 
bei raschem Erhitzen zersetzte. Eine Reinigung war der ge- 
ringen Menge wegen nicht méglich. Arginin konnte zuerst als 
Pikrat nicht gut erhalten werden. Es wurde als Kupfernitrat- 
doppelsalz und als Pikrolonat nach Umfiallung in reinem Zu- 
stande erhalten. Das Pikrolonat wog 0,352 g und zersetzte 
sich bei 224°. In der Lysinfraktion waren groBe Mengen von 
Kaliumsalzen enthalten. Die in derselben befindlichen Basen 
wurden einstweilen nicht naher untersucht. 





1) Bei 12stiindigem Einwirken der Salpetrigen Saiure, also w-Amino- 
und EiweiB- (Pepton-) Amino-Stickstoff. 
Fe og 








164 Alexander Kiesel, 


Die Priifung auf den so oft in Pilzen nachgewiesenen 
Harnstoffgehalt mit Xanthydrol ergab ein negatives Resultat, 
was auch aus dem Abwesen von Amidostickstoff zu erwarten war. 


IV. Extrahiertes Plasmodium. 


Die Stickstoffbestimmung im extrahierten Plasmodium 
zeigte, daB es nur zum Teile aus HiweiB bestehen konnte, Es 
wurden 8,82°/, Stickstoff gefunden. Wenn man den unten be- 
griindeten Stickstoffgehalt im EHiweiB gleich 15°/, ansetzt, so 
berechnen sich 58,8°/, EiweiB im extrahierten und 32,75°/, 
im unextrahierten Plasmodium.’) 

Die Veraschung ergab 1,75°/, Aschesubstanz, in der Kisen 
nachgewilesen wurde. 

Nach Veraschen mit Salpeter und Soda wurden 0,66°/, 
Phosphor gefunden, was auf die Anwesenheit betrachtlicher 
Mengen von Nucleoproteiden oder anderen phosphorreichen 
HiweiBstoffen hinweist. Wenn wir den ganzen Phosphor auf 
Nucleinsiure mit 9°/, Phosphorgehalt berechnen, konnte das 
extrahierte Plasmodium bis 7,3°/, Nucleinsiure enthalten. Der 
Héchstgehalt des trockenen nicht extrahierten Plasmodiums 
konnte demnach bis 4,08°/, Nucleinsiure betragen. Da aber 
das im Plasmodium gefundene Plastin auch phosphorhaltig ist, 
und dabei nicht zu den Nucleoproteiden gehért, mu8 der 
Nucleinséuregehalt des Plasmodiums entsprechend erniedrigt 
werden (s. unten). 

Es schien von Interesse zu sein, die von Feulgen vor- 
geschlagene Nuclearprobe mit fuchsinschwefliger Saiure auf 
das extrahierte Plasmodium anzuwenden. Der Versuch wurde 
zugleich mit Hefenucleinsiure und Thymusnucleinsdure an- 
gestellt.”) Indem die MHefenucleinsiure ein negatives, die 
Thymusnucleinsiure in wenigen Minuten ein ganz deutlich 





1) Die in den Extrakten angenommene peptonartige Substanz nicht 
mitgerechnet. Die Berechnung ist nicht genau, da auBer Eiwei8 noch 
Nucleinsiure im Plasmodium anwesend war. 

*) Die Hefenucleinsiiure war ein Handelspriparat von Merck; die 
Thymusnucleinsiure war ein von mir noch im Laboratorium von Prof. 
A. Kossel im Jahre 1909 hergestelltes Priiparat. 
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positives Resultat ergaben, wurde mit dem Plasmodium erst 
nach langerer Einwirkung und dabei ein sehr schwaches posi- 
tives Resultat erhalten. Ob daraus irgendwelche Schliisse 
gezogen werden kénnen, kann nicht gesagt werden. Die Proben 
wurden genau nach den Angaben Feulgens ausgefihrt. 

Um die Menge der in Alkohol unléslichen Kohlenhydrate 
zu bestimmen, die zum gréBten Teile Glykogen darstellten, 
wurden 0,1168 g Substanz einer 3stiindigen Hydrolyse mit 
2°/,iger Schwefels’ure unterworfen. Die filtrierte Hydrolysen- 
lésung enthielt 0,0355 g Zucker. Daraus berechnet sich ein 
Gehalt von Glykogen im extrahierten Plasmodium von 27,35°/, 
und im unextrahierten von 15,24°/,. 

Wahrend der Hydrolyse blieben 18,32°/, Trockensubstanz 
ungelést. Die Substanz enthielt 14,96°/, Stickstoff, stellte 
somit EKiweiB vor, welches dem Plastin von Reinke entsprechen 
muBte. Der Plastingehalt des unextrahierten Plasmodiums be- 
rechnete sich demnach hier zu 10,2°/,. 

AuBer dem Glykogen waren bei der Hydrolyse 54,33°/, 
der im extrahierten Plasmodium enthaltenen Substanzen in 
Lésung gegangen, die ?/, des anfanglichen Stickstoffs desselben 
enthielten. 

Um der Natur dieser Substanzen naherzukommen und 
zugleich die Angaben von W. Lepeschkin iiber die Anwesen- 
heit von Lecithoproteiden im Plasmodium von Fuligo varians auch 
fir das Plasmodium von Reticularia lycoperdon nachzupriifen, 
wurden 5,3875 g extrahierten Plasmodiums mit 100 ccm 2°/ iger 
Schwefelsiure im kochenden Wasserbade 3 Stunden lang er- 
warmt. Dann wurde die ganze Hydrolysenmasse im Scheide- 
trichter mit Ather ausgeschiittelt. 

Nach Verjagen des Athers aus der abgetrennten Atherschicht 
resultierte ein geringer gelber Riickstand, der 2,16°/, des ex- 
trahierten Plasmodiums entsprach. Nach kurzer Zeit nahm 
fast der ganze Riickstand die Gestalt von roten Krystillchen 
an. Somit konnte die Anwesenheit von itherléslichen Stoffen 
in dem zuerst mit Alkohol und Ather extrahierten, dann einer | 
schwachen Hydrolyse unterworfenen Plasmodium bestitigt 
werden. Ob es sich aber wirklich um Spaltung von chemisch 
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definierbaren Lecithoproteiden handelt, erscheint noch fraglich. 
Es kénnten doch vielleicht reine Adsorptionserscheinungen 
zwischen iAtherléslichen Stoffen und EiweiB im Spiele gewesen 
sein und es muB8 ausdriicklich auf die wohl sehr vielen For- 
schern bekannte Tatsache hingewiesen werden, da8 es sehr schwer 
ist, eine ganz quantitative Extraktion von fettartigen Substanzen 
aus tierischen und pflanzlichen Objekten zu erzielen.') Die 
Existenz von Lecithoproteiden kénnte nur dann als bewiesen 
gelten, wenn es gelinge, eine rein stéchiometrische Beziehung 
zwischen Kiwei8 und Lecithin nachzuweisen, was bis jetzt noch 
nie geschehen ist. 

Fiir das von W. Lepeschkin untersuchte Plasmodium 
von Fuligo varians, das sich durch seinen groBen Kalkgehalt 
und alkalische Reaktion auszeichnet, wurde andererseits schon 
von Reinke und Rodewald nachgewiesen, daB es nur durch 
Kochen mit schwacher Saiure méglich sei ,,simtliche, vorher an 
Calcium gebundene hoéhere Fettsiuren in Liésung“ zu bringen, 
das mit Ather erschdpfend extrahierte Plasmodium wies einen 
Gehalt von 5,13°/, derartig gebundener Fettsiuren auf.*) Da 
Lepeschkin nach der Schwefelsiurebehandlung nur die An- 
wesenheit von Atherléslichen Substanzen nachwies, ohne deren 
Zusammensetzung festzustellen, wird es wahrscheinlich richtiger 
sein, die Angaben von Reinke auch auf die Befunde von 
Lepeschkin auszudehnen. 

Was das Plasmodium von Reticularia anbetrifft, so unter- 
scheidet sich dieses von dem des Fuligo durch Abwesenheit 
des groBen Kalkgehaltes und der alkalischen Reaktion. Die 
Befunde Reinkes fiir Fuligo in bezug der Kalksalze der Fett- 
siuren kénnen also nicht auf das Plasmodium von Reticularia 
iibertragen werden. Der groBe Kalkgehalt im Plasmodium von 
Fuligo ist keine zufillige Nebenerscheinung: das Anhaufen der 
Kalksalze ist zum Ausbau der Fruchtkérperumhiillung ndétig’), 





1) Vgl. A. Kiesel, Diese Zs. a. a. O. 

®) Studien iiber Protoplasma I, S. 24 (1881); Unters. a. d. bot. Labor. 
d. Univ. Gottingen. 

8) Bei der Veraschung der Fruchtkérperumhiillung von Fuligo fand 
ich 73,06°/, Rohasche. 
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was bei Reticularia aber nicht der Fall ist, da die Frucht- 
wand hier iiberhaupt nur wenig Asche enthilt.’) 

Um das Abfiltrieren der stark angeschwollenen Hiweib- 
flocken von der mit Ather ausgeschiittelten Liésung zu er- 
Jeichtern und eine Faulnis beim lange dauernden Filtrieren 
und Auswaschen vorzubeugen, wurde nach AbflieBenlassen des 
gréBten Teiles des Filtrates etwas Alkohol zugesetzt, der Nieder- 
schlag wihrend des Auswaschens allmahlich in absoluten Al- 
kohol iibergefiihrt und im Vakuum getrocknet. Vor den Ana- 
lysen wurde die Substanz noch bei 110° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und entsprach ihrem Gewichte nach 25,14°/, 
des extrahierten Plasmodiums. Das héhere Gewicht, im Ver- 
gleiche mit dem friiheren Versuch, war durch das etwas 
mangelhafte Auswaschen und das durch Alkoholzusatz bedingte 
Nachbleiben anderer Substanzen bedingt. Jedoch wurde auch 
hier ein héherer Stickstoffgehalt gefunden, als Reinke fiir das 
von ihm dargestellte Plastin angibt (12°/,). 

Der Stickstoffgehalt der Substanz war 12,96°/,. 

Andererseits war der Phosphorgehalt bedeutend niedriger 
gefunden. Statt der von Reinke fir das Plastin von Aethalium 


 angegebenen 2,15°/, wurde nur 0,27°/, Phosphor erhalten. Die 


Substanz muBte dennoch zum allergréBten Teile aus Plastin 
bestanden haben. 

Da das extrahierte Plasmodium 0,66°/, Phosphor ein- 
schloB und die nach dem soeben beschriebenen Verfahren dar- 
gestellte KiweiSsubstanz 25,12°/, desselben ausmachte, muBte 
der Phosphorgehalt des Plastins gegen 10°/, des Gesamt- 
phosphors des extrahierten Plasmodiums betragen. Die iibrigen 
90°/, fallen auf andere Substanzen, wohl am meisten auf 
Nucleinsiure, deren Gehalt sich dabei ziemlich genau berechnen 
l4Bt. Der Nucleinsaiuregehalt im unextrahierten Plasmodium 
muBte etwa 3,68°/, betragen. 

Das vom Plastin abgétrennte Filtrat wurde zur Abschei- 
dung von Nucleinbasen mit frisch gefalltem Silberoxyd erwarmt. 





‘) Die Untersuchung der Wandsubstanz der Sporangien von Reti- 
eularia soll den Inhalt einer nichstfolgenden Publikation bilden. Asche- 
gehalt 2,39°/,. 
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Dadurch wurde das Einfiihren von Salpetersiure vermieden. 
Das Verfahren erwies sich unvergleichlich bequemer, als die 
Anwendung von Silbersulfat, da die Reaktion leicht und rasch 
erfolgte und das lastige Verdiinnen fehlte. Das Gewicht der 
aus den Silberverbindungen erhaltenen salzsauren Nucleinbasen 
betrug etwa 0,18 g. Das Gemisch bestand aus annéhernd gleichen 
Mengen von Guanin und Adenin, die in iblicher Weise ge- 
trennt und identifiziert wurden. 

Durch Barytzusatz zum silberhaltigen Filtrate wurde ein 
Niederschlag erhalten, der in schwefelsiurehaltigem Wasser 
verrieben und durch Schwefelwasserstoff vom Silber befreit 
wurde. Die mit Bariumcarbonat neutralisierte Lésung erstarrte 
nach Einengen zu einer glasigen, gelblichen Masse, die viel 
Eiwei8 enthielt. Die Untersuchung auf Pyrimidinbasen wurde 
nicht vorgenommen, da die Menge doch zu gering dazu sein 
mubBte. 

Im zuckerhaltigen Filtrate der Silberfallungen wurde der 
Stickstoffgehalt bestimmt. Die Verteilung des Stickstoffs war 
die folgende (auf das extrahierte Plasmodium berechnet): 


PR Se ee ee ae ee ee 
Silberfallungen (Nucleinbasen, Pyrimidinbasen, EiweiB) 3,87°/, 
Filtrat von den Silberfiillumgen. ... . . . «©. « 1,75. 


Da wohl anzunehmen ist, daB das neben Plastin im Plas- 
modium enthaltene EiweiB ganz in die Silberfaillungen ein- 
gegangen war, mute der im Filtrate gefundene Stickstoff 
anderen Substanzen angehéren, von denen Aminosiuren aus- 
geschlossen waren: der Aminostickstoffgehalt war nimlich ganz 
gering. Man kénnte an bhéhere Eiwei8spaltungsprodukte, — 
ringférmige Anhydride und Diketopiperazine dabei denken. 

Um eine recht schonende Trennung der im Plasmodium 
enthaltenen EiweiBstoffe zu erzielen, wurde das extrahierte 
Plasmodium mit kaltem Wasser behandelt. Beim Verrihren 
von 1,0174 g Substanz in Wasser resultierte eine milchige 
Fliissigkeit, in der der ungeléste Teil sich als grauer Nieder- 
schlag niedersetzte. Auch bei lingerem Stehenlassen trat keine 
Klirung auf. Die Lésung wurde abgegossen und neues Wasser 
unter Riihren zugesetzt. Das AbgieBen und Erneuern des 
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Wassers wurde 7mal wiederholt, wobei jedesmal die Flissig- 
keit wenigstens 12 Stunden an kaltem Orte (0°) zum besseren 
Absitzen stehengelassen wurde. Die abgegossenen Liésungen 
blieben triibe und setzten bei weiterem Stehenlassen nur sehr 
wenig weiBen Niederschlag ab, von dem die Flissigkeit wieder 
abgegossen wurde. Ein Filtrieren trug wenig zur Klarung bei. 

Beim Erhitzen im kochenden Wasserbade schied die Lésung, 
selbst nach Ansaiuren mit Hssigsiure, keinen Niederschlag 
ab und klarte sich auch nicht. Ein Albumingehalt im Plas- 
modium mu8 also entschieden verneint werden. Zugleich muB 
auch auf das verschiedene Verhalten im Vergleich mit den im 
Plasmodium von Aethalium nachgewiesenen EiweiBkérpern hin- 
gewiesen werden: letztere koagulierten sogar ohne Ans&iuern 
der Lésung. 

Die Lésung enthielt dennoch bedeutende EiweiBmengen. 
Von dem im extrahierten Plasmodium anwesenden Stickstoff 
war etwas mehr als */, (34,2°/,) in Lésung gegangen. Durch 
die Jodprobe konnte die Anwesenheit von Glykogen festgestellt 
werden, aus dem, der Zuckerbestimmung nach, etwa die Halfte 
des trockenen Riickstandes der Lisung bestand. 

Der in Wasser ungeléste Teil des Plasmodiums betrug 
65°/,') und enthielt 11,27°/, Stickstoff und 0,64°/, Phosphor.’) 
Es mu8te noch Glykogen zuriickgeblieben sein. Letzteres wurde 
auch durch die Zuckerbestimmung nach Hydrolyse bestitigt 
wobei sich erwies, daB 23,78°/, des Riickstandes aus Poly- 
sacchariden bestand. Bei Abzug des beigemengten Poly- 
saccharids mufte das ungeléste KiweiB 14,78°/, Stickstoff ent- 
halten. Es ist wohl anzunehmen, da auch das Plastin von 
Reinke noch Polysaccharide (Glykogen) enthalten muBte (vgl. 
unten). 

Die Wasserextraktion fihrte also nicht gut zur Abtrennung 
der EiweiBstoffe und Polysaccharide voneinander. Dennoch 
war es erwiinscht, eine Trennung ohne Anwendung starker 





1) Ganz genaue Angaben konnten bei der beschriebenen Darstellung 
nicht erhalten werden. 
4) Die Phosphorbestimmung mubBte leider mit einer zu geringen 
Menge Substanz ausgefiihrt werden. 
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Reagenzien auszufiihren. Deshalb wurde jetzt eine heiBe 
Wasserextraktion vorgenommen, die jedoch gleichzeitig den 
Ubelstand mit sich bringen konnte, daB die léslichen, aber 
koagulierbaren EiweiBkérper im Plastin verblieben. Anderer- 
seits zeigte doch der beschriebene Vorversuch die Abwesenheit, 
wenigstens in nachweisbaren Mengen, solcher Kérper im Plas- 
modium an. 

9,64 g des extrahierten Plasmodiums wurden so lange mit 
immer neuen Mengen heiSen Wassers behandelt, bis in der 
Lisung auch keine Spur von Glykogen als Glucose nach- 
zuweisen war. Die gegen Lackmus schwach saure Lésung hatte 
dasselbe triibe, milchige Aussehen, wie im vorigen Versuche, 
und konnte weder durch Absitzenlassen, noch durch ein- 
getragenes feuchtes Kupferoxydhydrat geklirt werden. 

Der unlésliche Riickstand wurde in iiblicher Weise in 
absoluten Alkohol gebracht und im Vakuum getrocknet. Dann 
wurde die Trockensubstanz nach Trocknen bei 110° in einer 
Probe bestimmt. Das Gewicht betrug 47,20°/, des mit Alkohol 
und Ather extrahierten Plasmodiums.}) Die Stickstoff bestimmung 
ergab 13,10°/, Stickstoff. Das Glykogen, sowie auch einige 
der stickstoffhaltigen Kérper muBten vollkommener entfernt ge- 
wesen sein. Die Phosphorbestimmung ergab 1,34°/, P. 

Die nach 21/, stindigem Erwairmen mit 2 °/,iger Schwefel- 
siure ausgefiihrte Zuckerbestimmung ergab einen 10,91 °/,igen 
Polysaccharidgehalt im Priparate. Unter Beriicksichtigung 
dieser Beimengung muBte das HiweiB 14,70°/, Stickstoff ent- 
halten, was gut mit den friheren Bestimmungen in Uber- 
einstimmung steht. : 

Der bei der Hydrolyse ungelést gebliebene Riickstand 
entsprach 17,21°/, des mit Alkohol und Ather extrahierten 
Plasmodiums. Wenn man die Verluste bei der Wasserextraktion 
berticksichtigt, so findet man ein gutes Ubereinstimmen mit 
dem friher gefundenen Plastingehalt des Plasmodiums (18,32 °/,). 

Um die in Wasser unléslich gebliebenen EiweiBstoffe des 





1) Geringe Verluste konnten bei der Darstellung unméglich ver- 
mieden werden. | 
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Plasmodiums naher zu charakterisieren, wurde der iibrige Teil 
des Praparates mit 0,2°/,iger Natronlauge 24 Stunden stehen 
gelassen, wonach der unlésliche Teil abgetrennt, ausgewaschen 
und in der schon angegebenen Weise getrocknet wurde. 

Der graufarbige Riickstand enthielt 15,75°/, Stickstoff 
und keine mehr nachweisbare Polysaccharidbeimengung. Somit 
muBte hier das in schonendster Weise dargestellte Plastin in 
reinster Form vorgelegen haben. 

Im alkalischen Filtrat gelang es, ein Nucleoproteid auf- 
zuweisen, wobei dieses bei schwachem Ansauern mit Essigsiure 
als weiBer flockiger Niederschlag abgeschieden wurde. Die 
Substanz enthielt 14,77°/, Stickstoff und 3,22°/, Phosphor. 

Im essigsauren Filtrate schied sich beim Erhitzen nur 
eine ganz geringe Menge eines flockigen Niederschlages ab. 

Jetzt wurde das Verhalten des extrahierten Plasmodiums 
zu Alkali untersucht. 


Die erste orientierende Untersuchung wurde mit 0,7294 g 
des Plasmodiums ausgefiihrt, welche der Kinwirkung 10 °/,iger 
Kalilauge ausgesetzt wurden. Es resultierte eine tiefbraune 
Lésung mit einer geringen Menge nicht mehr léslicher, durch- 
scheinender Flocken. Die ungeléste Substanz entsprach 3,19 °/, 
des extrahierten Plasmodiums und enthielt nur 3,4°/, Stick- 
stoff. Es konnte sich also nicht um eiweiBartige Substanz 
handeln, vielmehr mute hier eine stickstofffreie Substanz vor- 
gelegen haben, die den Plastinpriparaten beigemengt sein 
muBte. 3) 


Die klare alkalische Lésung wurde mit Schwefelsaiure fast 
ganz neutral gemacht, um das Plastin nicht auszufallen, und 
im kochenden Wasserbade erwirmt. Es entstand ein sehr 
geringer Niederschlag, der wahrscheinlich koaguliertes EKiweiB 
sein muBte. Dem Stickstoffgehalte nach waren 1,78°/, des 
Plasmodiums als KiweiB berechnet koaguliert worden. 

Nun wurde das gleiche Volum Alkohol zugesetzt, wobei 





1) Dieser Befund steht im Gegensatz zu der von Reinke und 
Lepeschkin angegebenen villigen Lislichkeit des Plastins von Aetha- 
lium septicum. 


TF 
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das Glykogen, nicht aber das Plastin ausgefallt wurde: das 
alkoholische Filtrat enthielt 80,56°/, des anfinglichen Stick- 
stoffs und 72,7°/, des anfainglichen Phosphors der zum Ver- 
suche verwendeten Menge des extrahierten Plasmodiums.’) 

Der von der alkoholischen Lisung abgetrennte Nieder- 
schlag léste sich leicht in wenig Wasser auf, wobei nur eine 
ganz leichte Opalescenz zu vermerken war. Bei schwachem 
Ansiuern mit Essigsiure der vollkommen neutralen Lésung 
fiel ein flockiger, weiBer Niederschlag aus, dessen Gewicht 
5,73 °/, des Plasmodiums entsprach und 13,88°/, Stickstoff 
besaB. Der Niederschlag konnte Nucleinsiure oder nuclein- 
saures EiweiB sein. Ansaiuern mit Schwefelsiure rief weiter 
nur eine Spur von Niederschlag hervor. Die neve Ausfallung 
mit Alkohol bestand aus mit Kaliumsulfat verunreinigtem 
Glykogen, dem nur sehr wenig stickstoffhaltige Substanz bei- 
gemengt war. 

Das Verhalten des Plastins gegen Alkohol ist héchst 
merkwiirdig. Es machte den Eindruck, als ob das vom Alkali 
aufgeléste Plastin entweder aufgespalten war und dadurch der 
Alkoholfillung entging, oder aber mit dem Alkali eine festere 
salzartige Bindung einging, die durch den 50°/,igen Alkohol 
nicht gefallt wurde. Die erste Méglichkeit wurde durch die 
folgenden Versuche widerlegt; letzteres ist aber eine ganz un- 
erwartet aufgefundene Kigenschaft des Plastins, welches doch 
sonst so wenig léslich ist, und laBt im Plastin einen stark 
sauren Charakter vermuten. 

In den zwei folgenden Versuchen wurden gréBere Mengen 
des extrahierten Plasmodiums der Einwirkung von Natronlauge 
unterworfen. 

Zuerst wurden 10,06 g Substanz mit 5°/,iger Natronlauge 
gut vermischt, wobei etwa in 2 Stunden fast véllige Lésung 
eintrat, ohne daB ein Verreiben nétig war, Die etwas schleimige, 
ganz dunkelbraun, fast schwarz gefairbte Lésung enthielt eine 
nicht bedeutende Menge gallertartiger ungeléster flockiger 





1) Das Verhiltnis N:P war etwas verschoben worden, woraus zu 
folgern wire, da8 Stickstoff und Phosphor am Aufbau mebrerer Kérper 
beteiligt waren. ; 





ree 
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Substanz, die sich auch bei 20stiindigem Stehen nicht mehr 
aufléste. Das Abfiltrieren der die Filterporen bald ver- 
stopfenden Substanz dauerte sehr lange Zeit, weshalb standig 
zur filtrierenden Lésung Chloroform und Toluol zugesetzt wurde. 
Das beabsichtigte quantitative Verarbeiten des Plasmodiums 
konnte nicht zustande gebracht werden, weshalb der im Alkali 
ungelést gebliebene Anteil nur annahernd zu 0,3 g geschitzt 
werden konnte. Dieses stimmt jedoch ganz gut mit den 
Resultaten des Vorversuchs iiberein. 

Die in schon angegebener Weise ausgewaschene, ge- 
trocknete und dabei sehr zusammengeschrumpfte, in Alkali 
unlésliche graue Substanz enthielt 4,27°/, Stickstoff und be- 
stand zu 75,28°/, aus einem in 5, ja sogar in 10°/, iger kalter 
Natronlauge unléslichen Polysaccharid, welches vielleicht iden- 
tisch oder verwandt mit dem in der Sporangienwandung des 
Myxomyceten Lycogala epidendron nachgewiesenen Myxogluco- 
san war.') Der Stickstoffgehalt muBte durch schwer entfern- 
bare Beimengung von Eiwei8 (Plastin) verursacht gewesen sein: 
bei 15,75 °/,igem Stickstoffgehalt des EiweiBes laBt sich die 
Menge des letzteren zu 27°/, berechnen, was gut mit der be- 
rechneten Polysaccharidmenge in Einklang steht. 2 

Das alkalische Filtrat ergab beim Ansiuern mit Essig- 
siure einen grauen Niederschlag, der sich nach Abfiltrieren 
der glykogenreichen Lésung leicht und vollstaindig in 1 °/,iger 
Natronlauge wieder aufléste. Bei Zusatz von bis 3 Vol. Alkohol 
zur neuen alkalischen Lésung wurde jedoch das Plastin nicht 
ausgefallt, sondern es entstand nur ein geringer weier Nieder- 
schlag, der abfiltriert wurde.*) Somit konnte das schon an- 
gegebene Verhalten des Plastins in alkalischer Lésung gegen 
Alkohol wieder bestitigt werden. Das Plastin fiel nur beim 
Ansaiuern mit Essigsiure wieder aus. 

Das graue pulvrige Plastinpriparat enthielt 14,69 °/, Stick- 
stoff und 0,23°/, Phosphor. Eine Polysaccharidbeimengung 





1) Vgl. die in dieser Zeitschrift eben verdéffentlichte Untersuchung 
tiber Myxomycetenfruchtkérperwandung, wo auch nihere methodische 
Angaben angefiihrt sind. 


*) Der Niederschlag mufte hauptsichlich Glykogen gewesen sein. 
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war nicht nachzuweisen. Das Praparat muBte dennoch wohl 
nicht ganz einheitlich gewesen sein und konnte noch die durch 
0,2 °/,ige Natronlauge entfernbaren Beimengungen enthalten. 

Die vereinigten essigsauren Filtrate, die von dem aus- 
gefallenen Plastin abgetrennt waren, gaben beim Erwirmen, 
noch mehr beim darauffolgenden Einengen weiBe, flockige 
Niederschlage, deren Gewicht etwa 2,3°/, der verarbeiteten 
Plasmodiummenge betrug und die 15,28 °/, Stickstoff enthielten. 
Die Eiwei8reaktionen fielen positiv aus. Es muBte wohl das 
Nucleoproteid vorgelegen haben. 

Beim letzten Versuch konnte gezeigt werden, daf sich 
das Plastin noch in n/10-(0,4°/,) Natronlauge auflésen kann; 
dieses Verhalten des Plastins von Reticularia stimmt mit dem 
Verhalten des Plastins von Aethalium nicht tberein, da von 
Reinke, sowie von Lepeschkin angegeben wurde, daB letzteres 
sich nur in stirkerer Alkalilésung auflése.') 

11,37 g extrahierten Plasmodiums lésten sich langsam 
bei Verreiben in 120 ccm n/10-Natronlauge auf, wobei, wie 
im vorigen Versuche, eine aus gallertartigen Flocken bestehende 
Substanz sich auch bei langerem (21'/, Stunden) Stehen nicht 
aufléste. Beim Verdiinnen mit dem gleichen Volum Wasser 
fiel kein Plastin aus. Da die Lésung gar nicht filtrieren wollte, 
wurde sie mit Essigsiure angesiuert, der groBe Niederschlag 
abgesogen und wieder in n/10-Natronlauge gelést, was sehr 
leicht zu erreichen war. Auch hier blieb die gallertartige, 
flockige Substanz ungelést zuriick und konnte, wie im vorher- 
gehenden Versuch, nur bei groBem Zeitverlust abgetrennt 
werden, wobei durch Chloroform- und Toluolzusatz bakterielle 
Veriinderungen verhiitet wurden. 

Durch Stickstoffbestimmungen in einem weniger und einem 
mehr ausgewaschenen Priparate des in Alkali unldéslichen 
Niederschlages konnte nachgewiesen werden, da8 der Stick- 
stoffigehalt desselben wirklich von dem sehr schwer zu ent- 
fernenden Eiwei® (Plastin) herrihrt, was schon friher ver- 





1) Reinke gibt keine naiheren Angaben iiber den Prozentgehalt 
der ,,stirkeren“ Alkalilésung. In den Versuchen von Lepeschkin léste 
sich das Plastin in 5 °/,iger Lauge. 
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mutet wurde. So wurde im ersten Falle ein Stickstoffigehalt 
von 10,44°/,, im zweiten von 6,54°/, gefunden. Es mu8 noch 
bemerkt werden, daB bei Anwendung von stiarkerem Alkali, 
wie im vorigen Versuch, das Auswaschen des unléslichen Teiles 
bedeutend leichter ist. Dort wurden nur 4,27°/, Stickstoff, 
im Vorversuch sogar nur 3,4°/, Stickstoff nachgewiesen. Es 
ist zu vermuten, da8 es wohl gelingen kénnte, das Poly- 
saccharid ganz stickstofffrei zu gewinnen. 

In dem 6,54°/, Stickstoff enthaltenden Priparat wurde 
ein Gehalt von 52,04°/, eines schwer hydrolysierbaren Poly- 
saccharids (Myxoglucosan) bestimmt, was ziemlich gut mit 
dieser Vermutung zu vereinigen ist. Weiter kénnte wohl ver- 
mutet werden, daB dieses nachgewiesene Polysaccharid spiater 
bei der Fruchtwand- und Capilliciumbildung teilnimmt, wobei 
es sich aus dem Reserveglykogen des Plasmodiums bildet. Eine 
innigere Verbindung zwischen Plastin und dem Polysaccharid 
braucht nicht angenommen zu werden.') Es ist wohl sehr 
wahrscheinlich, daB das von Reinke untersuchte Plastin von 
Aethalium ein ahnliches Polysaccharid einschloB. 

Die klare alkalische Lésung schied beim Ansiuern einen 
grauen Niederschlag aus, der ganz dem entsprechenden Nieder- 
schlag des vorigen Versuches entsprach und 14,75 °/, Stickstoff 
enthielt. Daraus muB der SchluB gezogen werden, daB das 
Plastin bei der Auflésung in Alkalilésung keinem Zerfall 
unterliegt. 

Ob das Plastin ,,die eigentliche chemische Grundlage des 
lebenstitigen Protoplasma“ ist, wie sich Reinke seinerzeit 
iiber diesen Kérper AauBerte, mu8 unentschieden bleiben. Jeden- 
falls ist kein Grund vorhanden, dem Plastin ,,eine viel kom- 
pliziertere Zusammensetzung“ als den anderen KiweiSkérpern 
zuzuschreiben und es nicht zu den HiweifSstoffen zuzurechnen. 

Die Zusammenstellung der in vorliegender Arbeit er- 
haltenen Resultate gibt uns folgende annihernde Mengen der 
das Plasmodium von Reticularia lycoperdon zusammensetzender 
Substanzen in Prozenten an. 





1) Vgl. Reinke u. Rodewald, a. a. O. I, S. 50—51. 
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Uber Oxyaminosiuren. 
L Mitteil ung. 


Von 


Fritz Bettzieche. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1925.) 4 








In vorangehenden Mitteilungen habe ich iiber Amino- 
alkohole berichtet; es war der Typus: 


- Ry 
ht 0n 
NH, OH 


untersucht worden, der durch Kinwirkung von Grignardreagens 
auf Aminosauren entsteht.") 

Wir hatten gezeigt, daB die mit R,-Phenyl besetzten 
Aminoalkohole. durch Siuren leicht in Carbonylverbindungen 
iibergehen:?) 





H C,H C.H 
is ot ars SER Te 6 +. 
NH, OH 


Die mit R,-Benzyl besetzten erwiesen sich als recht be- 
stiindig.”} Wir fanden spiter, da sie erst beim Erhitzen im 
geschlossenen Rohr auf hohe Temperaturen reagieren unter 
Bildung von Indenkérpern, z. B.: 

CH, -C,H, CH,-O.H; 


H 
yee USUI 9 Pag , WT . 
NH, OH 





1) K. Thomas u. F. Bettzieche, Diese Zs. Bd. 140, S. 244 (1924). 
*) K. Thomas u. F. Bettzieche, Diese Zs. Bd. 140, S. 261 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL, 12 
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Die Untersuchungen sind noch nicht abgeschlossen und sollen 
eine der nichsten Mitteilungen bilden. 

Ich hatte ferner die mit Phenyl besetzten Aminoalkohole 
hinsichtlich ihres Verhaltens gegeniiber salpetriger Saure unter- 
sucht und folgenden Reaktionsverlauf festgestellt:') 


H C,H H C,H 
Ry —O-— OC ae ene R,—C—C 6**5 
6*+5 


NB, OH i 








H lp 7 Cols Hi 
—> R,—C—- —_> R,—C——-C—O,H, . 


|) \O.H 
gt eee 

Genau das gleiche Verhalten wurde dann bei den mit 
Benzyl besetzten Aminoalkohlen gefunden.’) 

Gegentiber Alkali hatten sich die Aminoalkohole recht be- 
stiindig erwiesen.*) Es bedurfte wiederum hdherer Tempe- 
raturen, um eine Reaktion zu erzwingen, die sich als eine 
Spaltung in Amin und Keton erwies.’) 


H H 
R,—C__oc —> RCH + Om. 
NH, OH NH, 


Hierbei scheint die Art des Substituenten R, ebenfalls eine 
wesentliche Rolle zu spielen; vergleichende Versuche sollen 
angestellt werden. 

Wenn die Oxyaminos&uren als Aminoalkohole denselben 
Reaktionen unterworfen sind, dann wire ihr Fehlen im Hydro- 
lysengemisch erklirlich, dann béte sich andererseits vielleicht 
ein Weg, sie in Gestalt ihrer Spaltungsprodukte nachzuweisen 





1) F. Bettzieche, Diese Zs. Bd. 140, S. 273 (1924). 

*) Vgl. die beiden vorangehenden Mitteilungen: F. Bettzieche u. 
A. Ehrlich. 

*) K. Thomas u. F. Bettzieche, Diese Zs. Bd. 140, S. 261 (1924). 
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und nach gesammelten Erfahrungen lieBen sich vielleicht auch 
Methoden zu direkter Isolierung schaffen. 

Bei der Saurehydrolyse ware folgende Reaktion zu er- 
warten: 


oe H 
B—-C—C-000H pee - B-C—-C-COOH 
OH NH, H f 


Da «-Ketosiuren mehr oder weniger leicht Kohlensaure 
abspalten, kénnte auch der entsprechende Aldehyd auftreten. 


H H H 
R—C—C—COOH ~mm- —s ReaCewGy™ . 
H I H Xo 


Nebenbei kommen andere komplizierte Reaktionen vor. Brenz- 
traubensiure z. B. soll beim Erhitzen mit Salzsiure auBer 
Acetaldehyd und Kohlensiure noch Brenzweinsiure und wenig 
_Citrakonsiure geben. 

Die Hydrolyse mit Baryt wiirde ergeben: 


ys. 8 H 
a. —> ws “+ wm ¢ Sxcwos “ 
OH NH, O NH, 


Es war nach den Ergebnissen meiner friiheren Unter- 
suchungen, die die Abhangigkeit von der Konstitution gezeigt 
hatten, vorauszusehen, daB diese Umsetzungen schlecht ver- 
laufen wiirden, daB vielleicht Zeiten und Temperaturen er- 
forderlich sind, die das ganze Molekiil in Mitleidenschaft ziehen. 
Immerhin bestand die Méglichkeit, daB einzelne Oxyamino- 
siuren fir die Umsetzung giinstige Konstitution besitzen. 

Andererseits war damit zu rechnen, daB die entstehenden 
Substanzen als Aldehyde Reaktionen eingehen, die vielleicht 
zu Kérpern mit héchst verschiedenen Eigenschaften fiihren. 

Betrachten wir zunichst die beiden bisher in EKiwei8 auf- 
gefundenen f-Oxy-a-aminosiuren, das Serin und die Oxyglut- 
aminsdure. Fiir beide l48t sich aus ihrer Konstitution eine 
recht groBe Bestindigkeit voraussagen, und in der Tat finden 
wir die Angabe, da8 Serin erst bei langerem Kochen mit 

12* 
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Schwefelsiure Geruch nach Brenztraubensiure gibt,') wihrend es 
beim Erhitzen mit Barytwasser nur sehr langsam und unvoll- 
stindig unter Ammoniakentwicklung zerlegt wird.?) 

Ich habe mich durch mehrfache Versuche orientiert und 
tatsichlich durch 24 stiindiges Erhitzen mit Schwefelsiure das 
Serin, wenn auch mit schlechten Ausbeuten in Brenztrauben- 
siure tiberfiihren kénnen. 

Durch Sauren verliuft die Reaktion also in dem von mir 
oben angedeuteten Sinne 





H 4H H 
HC——-C—COOH >  HC—C—COOH. 
bx 3 se 
H NH, 


Die Bedingungen fir das Hintreten der Alkalispaltung 
liegen anscheinend nicht giinstig. Die Ammoniakentwicklung 
méchte ich auf weitgehende Zerstérung des ganzen Molekiils 
zuriickfiihren, wie ich ja schon friher*) nachgewiesen habe, dab 
bei erschwerter Alkalispaltung stets etwas Ammoniak auftritt, 
Mehrfache, unter verschiedenen Bedingungen angesetzte Ver- 
suche, die Spaltung in Formaldehyd und Glykokoll zu bewerk- 
stelligen, miBlangen. 

Ktwas giinstiger liegen die Verhiltnisse wieder bei der 
Umsetzung mit salpetriger Saure.*) Es entsteht hierbei ein 
Gemisch von Glycerinsiure und Aldehydopropionsiure. Die 
Uberfiihrbarkeit in Glycerinsiure wurde bereits von Cramer 
mitgeteilt.5) Dann machten Neuberg und Rewald auf den 
nebenher entstehen Acetaldehyd aufmerksam.*) Sie verfuhren 
wie folgt: 

0,5 g d,l-Serin wurden in 25 com heiBem Wasser gelést 
und 0,35 g Natriumnitrit in 30 com Wasser zugegeben. Der 
entstandene Acetaldehyd wurde abdestilliert und titriert: 8,5°/, 
der Theorie. 





) Erlenmeyer jun., Chem. Ber. Bd. 35, S. 8769 (1902). 

*) E. Baumann, Chem. Ber. Bd. 15, S. 1735 (1882). 

*) Vgl. die erste der beiden vorangehenden Mitteilungen: F. Bett- 
zieche u. A. Ehrlich. 

*) F. Bettzieche, Diese Zs. Bd. 140, S. 273 (1924). 

5) Cramer, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 96, S. 76 (1918). 

*) Neuberg u. Rewald, Biochem. Zs. Bd. 67, 8. 127 (1924). 
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Der Acetaldehyd ist zweifellos aus Aldehydopropionsaure 
entstanden, die nach Angabe von Wohl und Emmerich’) 
oberhalb 50° in Acetaldehyd und Kohlensdure zerfallt. Ich 
konnte nachweisen, da8 in der Tat bei der Kinwirkung von 
salpetriger Siure auf Serin bei 0° fast kein Acetaldehyd ent- 
steht, sondern erst beim nachherigen Erwirmen. Die von mir 
erhaltenen Werte sind von derselben GréBenordnung wie die 
von Neuberg und Rewald. 

Bei der EHiweiShydrolyse werden die oben erwahnten 
Spaltungen des Serins keine groBe Rolle spielen. Sie kommen 
nur bei sehr lang dauernden Hydrolysen und auch dann nur 
in untergeordnetem MaBe in Betracht. 

Wichtiger jedoch erscheint mir der Hinweis, da8 im Eiweib- 
molekiil vielleicht Komplexe vorliegen, innerhalb deren die Be- 
stindigkeit der Oxyaminosiuren verandert ist. 

Bergmann hat gezeigt, daB N-Benzoylserinester durch 
Thionylchlorid und Wasser in O-Benzoylserinesterchlorhydrat 
iibergeht, daB ferner durch Alkali sofortige Riicklagerung zu 
N-Benzoylserinester eintritt.”) Als er nun versuchte, durch 
Zugabe einer genau dem Chlorgehalt iaquivalenten Menge 
Natronlauge zum Chlorhydrat des O-Benzoylserinesters die 
freie Base selbst herzustellen, erhielt er ein Ol, aus dem binnen 
kurzem sich Krystalle abschieden, die sich als benzoesaures 
Ammonium erwiesen.*) Es lag also hier eine Konstitution vor, 
die eine spontane Desamidierung der sonst so bestandigen 
Aminosauren herbeifiihrte. Bergmann wies darauf hin, da8 
dieser Reaktion vielleicht eine Bedeutung bei der Desamidierung 
durch Bakterien zukommt. 

Spater fand er, daB gewisse Glycylserinanhydride leicht 
unter Bildung von Brenztraubensiure zerfallen und hofft der- 
artige Konstitutionen im EiweiB zu finden.‘) 





1) Wohl u. Emmerich, Chem. Ber. Bd. 33, S. 2760 (1900). 

2) M. Bergmann, E. Brand u. F. Weinmann, Diese Zs. Bd. 131, 
8. 1 (1928); M. Bergmann u. E. Brand, Chem. Ber. Bd. 56, 8. 1280 (1924). 

5) M. Bergmann, A. Mickeley, F. Weinmann u. E. Kann, 
Diese Zs. Bd. 148, S. 108 (1925). 
-’) Private Mitteilung. 
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Die Untersuchungen der EiweiBhydrolysate auf sekundire 
Spaltprodukte haben bisher wenig ergeben. 

F’. Suter*) durchsuchte vergeblich Tyrosinmutterlaugen auf 
ihren Gehalt an Brenztraubensiure. 

K. A. H. Mérner?) fand sie dann im Produkt tagelanger 
Hydrolysen. Zu ihrem Nachweis benutzte er die Jodoform- 
und die Phenylhydrazon-Chromschwefelsaiureprobe, isolierte aber 
auch das Phenylhydrazon selbst. 

So erhitzte er 500 g Hornspine 6 Tage ‘aie mit Salz- 
siure. Die qualitativen Proben waren positiv, doch ziemlich 
schwach. Er erhitzte daher weitere 3 Tage und konnte nun 
durch Ausithern und Umsetzen des Atherriickstandes mit 
Phenylhydrazin 0,87 g Brenztraubenséurephenylhydrazon iso- 
lieren. Mérner schloB aus seinen Befunden, da8 Brenztrauben- 
siure kein primares Spaltprodukt sei. Als Muttersubstanz 
kommen Serin und Cystin in Frage. 

Mérner isolierte ferner aus Horn, besonders aber aus 
Casein nach tagelanger Hydrolyse ein Phenylhydrazon vom 
Schmelzp. 151°. Aus der Analyse lieB sich kein rechter SchluB 
ziehen. Mérner glaubte es fiir ein Gemisch von Brenztrauben- 
siurephenylhydrazon mit Propionylameisenséurephenylhydrazon 
halten zu miissen. 

Als Muttersubstanz der Propionylameisensiure wire eine 
8-Oxy-a-Aminobuttersiure anzunehmen, vielleicht aber auch 
die Oxyglutaminsiure. 

H H H H 


CH,— a Weta aan Aa giicun 
OH NH, OH NH, 
| | 
H H 
CH,—C——0 





ag a 
Letztere sollte daraufhin untersucht werden. Schon jetzt 
steht fest, da8 die Umsetzung eine langsame und unvollstindige 





1) F. Suter, Diese Zs. Bd. 20, S. 581 (1895). 
*) K. A. H. Mérner, Diese Zs. Bd. 42, S. 121 (1904). 
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sein muB8. Wie liegen die Verhdltnisse nun aber bei anderen 
Oxyaminosauren? | 

Ich habe bereits darauf hingewiesen, von welcher Be- 
deutung die Art der Bindung der Hydroxyl- und Aminogruppen 
ist, welchen HinfluB die benachbarten Radikale besitzen. 

In voller Ubereinstimmung damit steht das Verhalten des 
Phenylserins gegentiber Saéure und Alkali. 

Erlenmeyer und Friistuck,') welche diese Oxyamino- 
siure zuerst darstellten, geben an, da’ beim Kochen mit Saure 
Phenylacetaldehyd, beim Erwirmen mit Lauge Benzaldehyd 
entsteht. 

Ich habe diese Angaben nachgepriift und quantitative 
Untersuchungen angestellt. 

Saurespaltung gibt Ammoniak und Phenylbrenztraubensaure, 
die sich in Phenylacetaldehyd und Kohlensaure spaltet. 


H H H x. 2 
a eae ca —> CyHy-O—-C--CO0H —> CEs C—OK 
OH NH, 


Die Umsetzung geht langsam und mit schlechten Aus- 
beuten vor sich, da auch der Phenylacetaldehyd nicht bestandig 
ist. Erhitzt man aber im Bombenrohr auf héhere Temperatur, 
so erhilt man ziemlich glatt in guter Ausbeute #-Phenyl- 
naphthalin: 


mo H H H 
C,H,-C—C—COOH —> C,H,- ie Saou —> OH;- O-0< 0° 
OH NH, H 0 
H 
of ne ete \ ae 
ee C9 
Loe 
pas ities 
H 


Die Uberfiihrbarkeit des Phenylacetaldehyds in £-Phenyl- 
naphthalin ist schon bekannt. Wa&hrend sie jedoch mit fertigem 





1) Erlenmeyer u. Friistiick, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 284, 
S. 36 (1894). 
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Aldehyd schlecht verliuft, erhalt man das £-Phenylnaphthalin 
aus Phenylserin in verhaltnismiéBig guter Ausbeute. 

Die Alkalispaltung des Phenylserins ergibt Benzaldehyd 
und Glykokoll. Sie verliuft binnen weniger Minuten. Destilliert 
man den Aldehyd sofort im Wasserdampfstrom ab, so erhilt 
man ibn quantitativ, ebenso die andere Komponente, das 
Glykokoll. 

Kocht man jedoch am RiickfluBkihler so reagierten Glyko- 
koll und Benzaldehyd weiter unter Bildung der Benzalverbindung 
des 1,2-Diphenyl-2-aminoathanols(1). 


H H 
C,H,—C-——C—C,H, 


On N=CH-C,H, 

Wir haben einfach den Versuch von Erlenmeyer. So 
sei auch beztiglich des komplizierten Reaktionsverlaufs auf 
dessen Arbeiten verwiesen.') Ich konnte das Auftreten von 
Benzylamin als Zwischenprodukt und von Oxalsiure als Neben- 
produkt bestatigen. 

Bei der EiweiBhydrolyse sind aie andere Reaktionen der 
Aldehyde zu beriicksichtigen. Gortner hat in ausgedehnten 
Untersuchungen festgestellt, daB sie sich an der Bildung von 
Huminstoffen beteiligen. Er sprach zunichst die Ansicht aus), 
der Huminstickstoff stamme aus dem Tryptophankerne: Kocht 
man Tryptophan mit Mineralséuren in reiner Lésung, so ent- 
steht kein Humin, dasselbe wird aber reichlich gebildet, wenn 
Protein oder Kohlehydrate zugegen sind. Die Reaktion beruht 
wahrscheinlich auf der Kondensation eines Aldehyds mit der 
NH-Gruppe des Tryptophankernes. Ist bei der Einwirkung 
ein Uberschu8 von Kohlehydrat vorhanden, so findet sich nahezu 
90°/, des Tryptophan-N in der Humin-N-Fraktion. Es wurde 
gezeigt, daB nach Zusatz von Tryptophan zu Zein die Menge 
des Humins erheblich ansteigt. Wahrscheinlich handelt es 
sich um Reaktion der Kohlehydratkomponente des HiweiBes. 





1) Chem. Ber. Bd. 28, S, 1866 (1895); Bd, 80, S. 1527, 2898 (1897): 
Liebig, Ann. der Chem. Bd. 307, S. 114 (1899); Bd. 887, 8. 348 (1904). 

*) R. A. Gortner u. M. J. Blish, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 37, 
S. 1680 (1915). 
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Es wurde nun die Rolle verschiedener Zusitze im Hinblick 
auf Huminbildung einer weiteren Untersuchung unterzogen.") 
Vergleicht man die Wirkung einzelner Zusitze von Kohle- 
hydrat bis zu 3fachem Gewicht des HiweiBes, so sieht man, 
daB die Zunahme des Humin-N immer geringer wird. Wahrend 
der starke Anstieg bei Zusatz der ersten Kohlehydratportion 
zweifellos einem chemischen ProzeB entspricht, diirfte die 
weitere langsame Zunahme mehr auf Adsorption von Amino-N 
an zuerst gebildetes Humin beruhen. In ausgedehnten Ver- 
suchen?) wurde der Einflu8 verschiedener Aldehyde auf die 
KiweiBhydrolyse untersucht. Ketone erwiesen sich als in- 
different.*) Weiterhin erhitzte Gortner 15 reine Aminosduren 
in 20°/,iger Salzsiure mit und ohne Zusatz von Formaldehyd 
und stellte fest, daB das schwarze ,unlésliche“ Humin nur aus 
Tryptophan gebildet wird, das ,,lésliche* aber aus Tyrosin.*) 

Die Arbeiten Gortners sind noch nicht abgeschlossen, 
aber wenn auch ein Teil der bisherigen Ergebnisse noch nicht 
ganz sicher gestellt ist, so diirfen sie doch bei der Suche nach 
Oxyaminosiuren nicht iibergangen werden. Ich michte ferner 
hier auf die Arbeiten Erlenmeyers®) hinweisen, die die ver- 
schiedenen Kondensationen von Aldehyden mit Aminosiuren 
behandeln. 

Ich habe mich weiterhin ebenfalls mit der Frage be- 
schaftigt, ob Acylierung EinfiuB auf den Zerfall der Amino- 
alkohole hat. Schon bei den Benzoylaminoalkoholen hatte ich 
gréBere Bestindigkeit gegeniiber Séuren und Alkali gefunden. 
Daher besetzte ich die Aminogruppen des Phenylserins mit 
dem Toluolsulforest und stellte nun eine wichtige Anderung 
der Kigenschaften fest. Die Siurespaltung geht bei beiden 


1) R. A. Gortner, Jl. of Biol. Chem. Bd. 26, S. 177 (1916). 
4) BR. A. Gortner \u. G. E. Holm, Jl. Amer. Chem, Soc. Bd. 89, 
S. 2477 (1917); G. E. Hilm u. R. A. Gortner, Jl. Amer. Chem. Soe. 
Bd. 42, S. 682 (1920). 


*) R. A. Gortner u, Earl R. Norris, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 45, 
S. 550 (1923). 


4) R. A. Gortner u. G. E. Holm, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd, 42, 
S. 821 (1920). 
5) a. a. O. 
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Substanzen, dem Phenylserin und dem Toluolsulfophenylserin 
erst bei héherer Temperatur geniigend schnell vor sich, laBt 
sich also schlecht vergleichen. Die Alkalispaltung, die beim 
Phenylserin fast momentan vor sich geht, ist aber beim Toluol- 
sulfophenylserin nicht zu erzielen. Die Substanz ist bestindig 
selbst gegen langes Kochen mit starken Alkalien. Erst bei 
hdéherer Temperatur findet eine komplizierte Reaktion statt. 
Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 


Versuchsteil. 


Versuche mit Serin. 
Saurespaltung des Serins: 





H 
Of, --0-~C00H >  OH,-C—COOH. 
bx wn, é 


0,30 g Serin wurden mit 15°/,iger Schwefelsiure am 
RiickfluB gekocht. Etwa alle 2 Stunden wurde abgekihlt und 
ausgeithert. Insgesamt wurde 48 Stunden erhitzt. Die ver- 
einigten Atherausziige wurden abgedampft und der geringe 
Riickstand mit Phenylhydrazin umgesetzt. Das rohe Pheny]l- 
hydrazon wurde mehrmals aus Alkohol umkrystallisiert. Es 
blieben 14 mg vom Schmelzp. 188—191° Durch Mischschmelz- 
punkt mit reinem Brenztraubensiurephenylhydrazon, der bei 
190—191° lag, wurde es identifiziert. 

Umsetzung des Serins mit salpetriger Saure: 


H 
CH,—C—COOH 


‘ eee 
CH,—C—COOH 7 on OH 


| 
OH 


| Ny H H H H H 

NH, HC->—C—000H| —» O-—O—OOQ0H +> O—CH,. 
i NY i H 
—|N=N| O 








Die Reaktion wurde zunachst nach der Vorschrift von Neu- 
berg und Rewald ausgefihrt, wobei der Wert fir Acetaldehyd 
als 9,7°/, der Theorie erhalten wurde. In einem zweiten Ver- 
such wurde bei 0° gearbeitet. Ein Stickstoffstrom sollte den 
gebildeten Acetaldehyd in eine mit Wasser gefillte Vorlage 
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iiberfihren. Es zeigte sich nur schwach positive Aldehyd- 
reaktion. Darauf wurde auf 80° erwarmt. Die Titration des 
-nunmehr ibergetretenen Aldehyds ergab den Wert 7,2°/, der 
Theorie. 

Saurespaltung des Phenylserins: 








a6 68 H 
C,H; ° "oe Laan Cat C,H; ° a elites 
H 
OH NH, 0) 
H sa SS 
» OB. 0-Cm > Ce A 


1. Verhalten gegen verdiinnte Schwefelsaure in 
der Siedehitze. 3,62 g Phenylserin wurden mit 40 ccm 
10°/,iger Schwefelsiure am RiickfluB gekocht. Alle 2 Stunden 
wurde abgekihlt und ausgeathert. Insgesamt wurde 12 Stunden 
erhitzt. Dann wurde die schwefelsaure Lisung mit Natron- 
lauge versetzt und das entstandene Ammoniak in 45 ccm 
n/2-H,SO, iiberdestilliert. 8,7 com n/2-NaOH wurden beim 
Riicktitrieren gebraucht. Das tibergegangene Ammoniak ent- 
sprach also 90,75°/, der Theorie. Die restlichen 9,25°/, waren 
in der schwefelsauren Lésung selbst nach dieser langen Ein- 
wirkung noch als Phenylserin enthalten, denn bei der alkali- 
schen Destillation ging etwas Benzaldehyd iiber (gem&B der 
Alkalispaltung s. u.). 

Die atherischen Ausziige der Zersetzung wurden vereinigt, 
kurz mit Kaliumcarbonatlésung gewaschen, abgedampft und 
der Riickstand auf die iibliche Weise oximiert. Es wurde ein 
stark verunreinigtes Produkt erhalten aus dem durch mehr- 
faches Umkrystallisieren schlieBlich 460 mg Phenylacetaldehyd- 
oxim erhalten wurden. Die Mutterlaugen wurden mit Wasser- 
dampf destilliert und ergaben wenige Milligramm einer Substanz 
vom Schmelzp. 97—98°. Mischschmelzpunkt mit #-Phenyl- 
naphthalin (siehe nachsten Versuch): 100—101° In der 
Kaliumcarbonatlésung, mit der der Ather gewaschen wurde, 
lie8 sich mit Hilfe der charakteristischen Eisenchloridreaktion 
Phenylbrenztraubensaiure nachweisen. 

2. Spaltting im Bombenrohr bei héherer Tempe- 
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ratur. 2,25 g Phenylserin wurden in 20 ccm 10°), iger 
Schwefelsiure im Bombenrohr 3 Stunden auf 160—170° er- 
hitzt. Als Reaktionsprodukt ergab sich ein braunes Ol, das 
bald krystallin erstarrte und nach 2 maligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol den konstanten Schmelzp, 103° zeigte. Ausbeute 
0,83 g. Die Substanz erwies sich durch den Mischschmelzpunkt 
als #-Phenylnaphthalin. Die Ausbeute betrug demnach 65°/, 


der Theorie. 
Mikro-Pregl: 


4,274 mg Substanz gaben 14,700 mg CO, und 2,390 mg H,0O. 
Ber. © 94,1°/, H 6,0%/, 
Gef. ,, 98,86 » 6,26 
3. Verhalten gegeniiber konzentrierter Schwefel- 
siure. Wird Phenylserin allmahlich in konzentrierter Schwefel- 
siure unter Hiskiihlung eingetragen, die Liésung 1/,—/, Stunde 
bei Zimmertemperatur gelassen und dann in die 4—5 fache 
Menge Wasser gegossen, so la8t sich mit Hilfe der Eisen- 
chloridprobe Phenylbrenztraubensiure nachweisen (Griinfairbung). 
Bei langerer Kinwirkung der konzentrierten Schwefelsiure zeigt 
sich bisweilen der charakteristische Geruch nach Phenylacet- 
aldehyd. Beide Produkte entstehen jedoch nicht in faBbaren 
Mengen. LaBt man sehr lange, 1—2 Tage, stehen, so erhilt 
man schlieBlich 6-Phenylnaphthalin. Das Rohprodukt ist jedoch 
stark verunreinigt, die Ausbeuten sind schlecht. 


Alkaliabspaltung des Phenylserins: 


H H 
C,H,-C—C-COOH 


| 
H NH, 





> OyH,-CX, + H.N-CH,-COOH 


ee 
OT -C—C—C,H, 
OH N=CH-C,H, 

1. Eine Probe Phenylserin wurden in 10°/,iger Natron- 
lauge 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Schon nach wenigen 
Minuten hatte sich die Lésung getriibt und Geruch nach 
Benzaldehyd lieB sich feststellen. Es setzte sich ein gelbes 
Ol zu Boden. Nach dem Erkalten erstarrte es krystallin. 
Durch Umkrystallisieren lieB sich eine Substanz vom Schmelz- 
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punkt 133—134° gewinnen. Die alkalische Lisung enthielt 
noch Spuren von Benzylamin und maBige Mengen Oxalsiure. 
Die Substanz vom Schmelzp. 133—134° lieB sich durch Misch- 
schmelzpunkt als Benzalverbindung des 1,2-Diphenyl-2-amino- 
athanols(1) identifizieren. Das Phenylserin ist in Benzaldehyd 
und Glykokoll zerfallen und die beiden Komponenten haben 
nun miteinander reagiert, wie es schon Erlenmeyer beschrieb. 

2. Um sowohl den Benzaldehyd als auch das Glykokoll 
einzeln zu fassen, wurde in einem weiteren Versuch 3,62 ¢ 
Phenylserin in 150 ccm 10°/,iger Natronlauge der Wasser- 
dampfdestillation unterworfen. Das Destillat wurde in 40 ccm 
n/2-H,SO, aufgefangen. Die Destillation wurde nach 20 Minuten 
abgebrochen. Die Vorlage wurde mit 39,8 ccm n/2-Natron- 
lauge zuriicktitriert. Aus&thern ergab 1,9 g rohen Benzaldehyd 
(Theorie 2,06 g). In der im Kolben zuriickgebliebenen alkali- 
schen Lisung befand sich der Gesamtstickstoff als Glykokoll. 
Es wurde mit Benzoylchlorid nach Schotten-Baumann in 
Hippursaure iibergefiihrt. Die Lésung wurde angesiuert, aus- 
geithert und der Atherriickstand zwecks Entfernung der Benzoe- 
siure mit Petrolither ausgekocht. Es hinterlieb 2,9 g rohe 
Hippursiure. Nach Umkrystallisieren aus Alkohol verblieben 
_ 2,0 g reine Substanz vom Schmelzp. 187°. Mischschmelzp. 187°. 
(Theorie 3,6 g.) 


N-Toluolsulfophenylserin. 


Zur Verarbeitung von 4,5 g Phenylserin wurde 19,1 g 
Toluolsulfochlorid in 100 ccm Ather geldst, ferner 8 g Natrium- 
hydroxyd in 100ccm Wasser. Das Phenylserin wurde zunichst 
in etwa 50 ccm Natronlauge gelist, mit 50 ccm der atherischen 
Toluolsulfochloridlésung iiberschichtet und 3 Stunden geschiittelt. 
Ks entstand eine weiBe krystallinische Abscheidung. Dessen- 
ungeachtet wurde die restliche Natronlauge und Toluolsulfo- 
chloridlésung zugegeben und weitere 3 Stunden geschiittelt. 
Die weiBen Krystalle hatten sich stark vermehrt. Sie wurden 
abgesaugt und erwiesen sich als das Natriumsalz des N-Toluol- 
sulfophenylserins. Zur Uberfiihrung in die freie Siure wurde 
mit Salzsiiure iibergossen. Rohprodukt 7,0 g. Nach 2 maligem 
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ratur. 2,25 g Phenylserin wurden in 20 ccm 10°), iger 
Schwefelsiure im Bombenrohr 3 Stunden auf 160—170° er- 
hitzt. Als Reaktionsprodukt ergab sich ein braunes Ol, das 
bald krystallin erstarrte und nach 2 maligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol den konstanten Schmelzp, 103° zeigte. Ausbeute 
0,83 g. Die Substanz erwies sich durch den Mischschmelzpunkt 
als #-Phenylnaphthalin. Die Ausbeute betrug demnach 65°/, 
der Theorie. 
Mikro-Pregl: 
4,274 mg Substanz gaben 14,700 mg CO, und 2,390 mg H,9. 
Ber. C 94,1°/, H 6,0°/, 
Gef. ,, 93,86 » 6,26 

3. Verhalten gegeniiber konzentrierter Schwefel- 
siure. Wird Phenylserin allmiahlich in konzentrierter Schwefel- 
siure unter Hiskiihlung eingetragen, die Lésung 1/,—*/, Stunde 
bei Zimmertemperatur gelassen und dann in die 4—5 fache 
Menge Wasser gegossen, so laBt sich mit Hilfe der Hisen- 
chloridprobe Phenylbrenztraubensiure nachweisen (Griinfirbung). 
Bei langerer Einwirkung der konzentrierten Schwefelsiure zeigt 
sich bisweilen der charakteristische Geruch nach Phenylacet- 
aldehyd. Beide Produkte entstehen jedoch nicht in faSbaren 
Mengen. Lat man sehr lange, 1—2 Tage, stehen, so erhilt 
man schlieBlich 6-Phenylnaphthalin. Das Rohprodukt ist jedoch 
stark verunreinigt, die Ausbeuten sind schlecht. 


Alkaliabspaltung des Phenylserins: 





H H 
GH,-C—0-C00H > O,H,-Co o + HiN-CH,-COOH 
H NH, 
2 8 
——> (C,H,-C—C—C,H, 
H N==CH-C,H, 


1. Eine Probe Phenylserin wurden in 10°/,iger Natron- 
lauge 1 Stunde am Riickflubkiihler gekocht. Schon nach wenigen 
Minuten hatte sich die Lésung getriibt und Geruch nach 
Benzaldehyd lieB sich feststellen. Es setzte sich ein gelbes 
Ol zu Boden. Nach dem Erkalten erstarrte es krystallin. 
Durch Umkrystallisieren lieB sich eine Substanz vom Schmelz- 
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punkt 133—134° gewinnen. Die alkalische Liésung enthielt 
noch Spuren von Benzylamin und maBige Mengen Oxalsiure. 
Die Substanz vom Schmelzp. 183—134° lieB sich durch Misch- 
schmelzpunkt als Benzalverbindung des 1,2-Diphenyl-2-amino- 
athanols(1) identifizieren. Das Phenylserin ist in Benzaldehyd 
und Glykokoll zerfallen und die beiden Komponenten haben 
nun miteinander reagiert, wie es schon Erlenmeyer beschrieb. 

2. Um sowohl den Benzaldehyd als auch das Glykokoll 
einzeln zu fassen, wurde in einem weiteren Versuch 3,62 ¢ 
Phenylserin in 150 ccm 10°/,iger Natronlauge der Wasser- 
dampfdestillation unterworfen. Das Destillat wurde in 40 ccm 
n/2-H,SO, aufgefangen. Die Destillation wurde nach 20 Minuten 
abgebrochen. Die Vorlage wurde mit 39,8 ccm n/2-Natron- 
lauge zuriicktitriert. Ausithern ergab 1,9 g rohen Benzaldehyd 
(Theorie 2,06 g) In der im Kolben zuriickgebliebenen alkali- 
schen Lisung befand sich der Gesamtstickstoff als Glykokoll. 
Es wurde mit Benzoylchlorid nach Schotten-Baumann in 
Hippursaure tibergefiihrt. Die Lésung wurde angesiuert, aus- 
geiithert und der Atherriickstand zwecks Entfernung der Benzoe- 
siure mit Petrolither ausgekocht. Es hinterlieB 2,9 g rohe 
Hippursiure. Nach Umkrystallisieren aus Alkohol verblieben 
2,7 g reine Substanz vom Schmelzp. 187°. Mischschmelzp. 187°. 
(Theorie 3,6 g.) 


N-Toluolsulfophenylserin. 


Zur Verarbeitung von 4,5 g Phenylserin wurde 19,1 g 
Toluolsulfochlorid in 100 ccm Ather gelést, ferner 8 g Natrium- 
hydroxyd in 100ccm Wasser. Das Phenylserin wurde zuniachst 
in etwa 50 ccm Natronlauge gelést, mit 50 ccm der atherischen 
Toluolsulfochloridlésung tiberschichtet und 3 Stunden geschiittelt. 
Ks entstand eine weiBe krystallinische Abscheidung. Dessen- 
ungeachtet wurde die restliche Natronlauge und Toluolsulfo- 
chloridlésung zugegeben und weitere 3 Stunden geschiittelt. 
Die weiBen Krystalle hatten sich stark vermehrt. Sie wurden 
abgesaugt und erwiesen sich als das Natriumsalz des N-Toluol- 
sulfophenylserins. Zur Uberfiihrung in die freie Siure wurde 
mit Salzsiure iibergossen. Rohprodukt 7,0 g. Nach 2 maligem 
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Umkrystallisieren aus Alkohol—Wasser schmolz die Substanz 
bei 191—192°. Die Zusammensetzung entspricht der fiir die 
Monotoluolsulfoverbindung berechneten Formel C,,H,,0,NS. 
Da die Substanz mit Mineralsiuren keine Salze bildet, da 
ferner sich nach van Slyke kein Amino-Stickstoff nachweisen 
laBt, muB die Aminogruppe besetzt sein und somit das N- 
Toluolsulfophenylserin vorliegen. 

So ist leicht léslich in Alkohol, Benzol, EKisessig, unléslich 


in Wasser. 
Mikro-Pregl: 


4,636 mg Substanz gaben 9,720 mg CO, und 2,210 mg H,0. 


3,970 mg a » 8,830 mg CO, und 1,790 mg H,O. 
Ber. C 57,80°/, H 5,07°/, 
Gef. ,, 57,19 57,289,  ,, 5,18 5,05, 


Mikro-Dumas nach Pregl: 

5,450 mg Substanz gaben 0,208 cem N, bei 751 mm, 21°. 

3,825 mg ‘s » 0,150 com N, bei 752 mm, 20°. 

Ber. N 4,15°/, Gef. N 4,29 4,18%, 
Mikro-S-Bestimmung nach Pregl: 

9,890 mg Substanz gaben 7,050 mg BaSO. 

10,580 mg si, » 1,570 mg BaSO. 

Ber. S 9,56°/, Gef. S 9,79 9,83%, 

Das N-Toluolsulfophenylserin wurde auf sein Verhalten 
gegeniiber Séure und Alkali untersucht. 

Es ist gegen lingeres Kochen mit 15°/,iger Salzsaiure 
oder 20°/,iger Schwefelsiure bestindig. Im Bombenrohr bei 
200° zersetzt es sich analog dem Phenylserin, doch treten 
Komplikationen ein, so daB die Ausbeute an §-Phenylnaphthalin 
minimal ist. 

Gegen Kochen mit Alkalien ist die Substanz ebenfalls 
resistent. Selbst mit 20°/,iger Natronlauge zeigt sich nur 
ein schwacher Benzaldehydgeruch. Es ist anzunehmen, daB 
hierbei doch zu einem gewissen Grade die Toluolsulfogruppe 
abgespalten wird und die so entstandene geringe Menge freien 
Phenylserins sich zersetzt. Im Bombenrohr entstehen Schmieren, 
die bislang einer Aufarbeitung trotzten. Geringe Mengen 
Benzylamin lieBen sich nachweisen. 
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VI. Mitteilung.*) 
SchmelzfluBspaltung der Aminoalkohole. 


Von 


Fritz Bettzieche und Alfred Ehrlich. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1925.) 


In der II. Mitteilung hatten wir bereits iiber das Ver- 
halten der hier dargestellten Aminoalkohole gegeniiber waBrig- 
alkoholischer Natronlauge in der Siedehitze berichtet. Wahrend 
die meisten sich als vollkommen bestindig erwiesen, konnten 
beim 2-Phenyl-2-amino-1,1-diphenylathanol(1) geringe Mengen 
Benzophenon und Benzoeséiure nachgewiesen werden. 

Um Einblick in den Reaktionsverlauf zu gewinnen, haben 


wir den Aminoalkohol mit verdiinntem Alkali im Bombenrohr — 


erhitzt und hierdurch Spaltung in Benzophenon und Benzyl- 
amin erhalten: 


C,H, 


CoH, 
C,H, - ad OH,’ 
NH, OH 

Wiederum lieBen sich Spuren von Benzoesiure aus den 
nebenbei entstandenen Schmieren herausholen. Bemerkens- 
wert ist auch das Auftreten von etwas Ammoniak. 

Bei Anwendung von Ammoniak verlief die Spaltung 
bedeutend glatter; ja, sie lieB sich dann auch durch 


Wasser allein erreichen. 


H 
C,H; = pi + 00—<m 





*) L—IV. Mitteilung: Karl Thomas u. Fritz Bettzieche, Diese 
Zs. Bd. 140, §. 244, 261, 273, 279 (1924). V. Mitteilung: Fritz Bett- 
zieche, Diese Zs. Bd. 146, S. 227 (1925). 
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Uberhaupt hat sich herausgestellt, daB die ganze Spaltung 
als durch die Temperatur bedingt anzusehen ist, denn sie 
1aBt sich, wenn auch bei weitem nicht so glatt, ebenso durch 
trockenes Erhitzen erzielen. Dergleichen Fille sind bereits 
bekannt. | 

Uns interessierte die quantitative Seite der Reaktion, mit 
welchen Ausbeuten und Nebenprodukten sie verliuft. Wir 
fanden in dem Erhitzen mit Wasser im geschlossenen Rohr 
einen Weg, um eine auBerordentlich glatte Spaltung zu bewerk- 
stelligen. | 

So behandelten wir eine Reihe von Aminoalkoholen. Wihrend 
jedoch das 2-Phenyl-2-amino-1,1-diphenylathanol(1) bereits bei 
120—125° fast quantitativ gespalten wurde, erforderten die 
tibrigen meist weit héhere Temperaturen. 

Bei acylierten Aminoalkoholen ergeben sich bisweilen 
interessante Komplikationen, die noch nicht ganz geklart sind. 
Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 


Versuchsteil. 
2-Phenyl-2-amino-1,1-diphenylathanol(]). 

1. Spaltung mit Alkali: 1,56 g Aminol wurden mit 
30 ccm 10°/,iger Natronlauge im Bombenrohr 5 Stunden auf 
130° erhitzt. Der Inhalt des Rohres wurde mit iiberschiissiger 
Salzsiure versetzt und ausgeiithert. 

Die atherische Lésung wurde mit etwas Kaliumcarbonat 
geschiittelt; dieses wurde gelb und schied dann mit Siure 
Schmieren aus, die im EHisgemisch erstarrten. Sie wurden 
durch Umfillen mit Natronlauge und Salzsiure gereinigt und 
ergaben schlieBlich 29 mg Substanz vom Schmelzp. 116—118°. 
Mischschmelzpunkt mit Benzoesiure 118—i19°% Der Rest 
wurde sublimiert und schmolz dann scharf bei 120°. 

Die mit Kaliumcarbonat ausgeschiittelte atherische Lésung 
hinterlieB beim Abdampfen ein Ol, welches durch 5 stiindiges 
Kochen mit Hydroxylaminchlorhydrat und Kaliumcarbonat in 
wa8rigem Alkohol 0,5 g Oxim vom Schmelzp. 140° ergab. 
Mischschmelzpunkt mit Benzophenonoxim 140° | 

Die salzsaure Lésung wurde auf ein kleines Volumen 
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eingedampft. Durch Zugabe starker Salzsiure lieBen sich 
67 mg Aminolchlorhydrat abscheiden. Darauf wurde zur Trockne 
verdampft und der Riickstand mit wenig absolutem Alkohol 
ausgezogen. Er ging fast ganz in Liésung. Ein geringer 
Riickstand erwies sich als reines Ammoniumchlorid (18 mg). 
Die alkoholische Lésung wurde durch Ather gefallt und ergab 
0,58 g Benzylaminchlorhydrat. Nach 2maligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol und Ather war es rein. Schmelzp. 239 
bis 240°. Unter Beriicksichtigung der zuriickgewonnenen 67 mg 
Aminolchlorhydrat ergaben sich demnach als Ausbeuten an 
Benzophenonoxim 80°/, der Theorie, an Benzylaminchlorhydrat 
50°/, der Theorie. 


Analyse des Benzylaminchlorhydrats. 
Mikro-Pregl: 
4,160 mg Substanz gaben 8,940 mg CO, und 2,680 mg H,0. 


4,570 mg ” ” 9,790 mg CO, und 2,900 mg H,0. 
C,H,)NCl Ber. C 58,50°/, 58,62 °/, 58,42°/, 
H 17,03 7,21 7,10 


Mikro-Dumas: 

4,020 mg Substanz gaben 0,346 cem N bei 756mm, 18°, 

4,230 mg ie » 0,862 com N bei 756 mm, 18°. 

C,H,,NCl Ber. N 9,75°%, Gef. N 9,81 9,67°/, 

2. Spaltung mit wa8Srigem Ammoniak; 1 g Aminol 
wurden mit 30 ccm 5°/,igem Ammoniak 5 Stunden auf 130° 
erhitzt. Aufarbeitung wie bei vorigem Versuch. Die Um- 
setzung war quantitativ. Ausbeute an Benzophenonoxim 0,51 g 
gleich 75°/, der Theorie. Benzoesiure konnte nicht nach- 
gewiesen werden, auch nicht bei einem mit gréBerer Substanz- 
menge angesetzten Versuch. | 

3. Spaltung mit Wasser: 0,98 g Aminol wurden mit 
30 com Wasser 5 Stunden auf 130° erhitzt. Aufarbeitung wie 
beim ersten Versuch. Ausbeute an Benzophenonoxim 0,48 g 
gleich 73°/, der Theorie. Die salzsaure Lisung, die kein 
Aminol mehr enthielt, wurde eingeengt, das riickstandige 
Benzylaminchlorhydrat aus Alkohol—Ather umkrystallisiert und 
durch Mischschmelzpunkt und Analyse identifiziert. Ausbeute 
an Rohchlorid vom Schmelzp. 239—242°: 0,40 g gleich 82°/, 
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der Theorie. Es konnten weder Benzoesiure noch Ammoniak 
nachgewiesen werden. 

4, Spaltung durch trockenes Erhitaen: 1 g Aminol 
wurden in verschlossenem GefaB 5 Stunden auf 150° erhitzt. 
Beim Offnen entwich Benzylamin. Der amorphe Riickstand 
wurde in Ather gelést und mit Salzsiure ausgeschiittelt. Aus 
dieser lieBen sich durch Natronlauge Schmieren abscheiden, 
deren Aufarbeitung miBlang. Die itherische Lésung wurde 
abgedampft und der Riickstand mit Hydroxylaminchlorhydrat 
und Kaliumcarbonat in 50°/,igem Alkohol 5 Stunden gekocht. 
Das entstandene Benzophenonoxim war stark verunreinigt. 
Rohausbeute: 0,48 g. Durch Umkrystallisieren lieB sich 0,32 g 
fast reines Priparat vom Schmelzp. 188—139° gewinnen. 
Mischschmelzpunkt mit reinem Benzophenonoxim 139—140°. 
Ausbeute also nur 46°/, der Theorie. 


2-Phenyl-2-Amino-1,1-dibenzylithanol(1). 

Spaltung mit Wasser: 3g Aminol wurden mit 30 ccm 
Wasser im Bombenrohr 5 Stunden auf 160° erhitzt. Die ein- 
getretene Spaltung war vollstindig. Nach Ansaiuern mit Salz- 
siure wurde zweimal ausgeithert. 

Aufarbeitung der atherischen Lésung: Der Ather 
wurde abgedampft, der dlige Riickstand in 50°/,igem Alkohol 
aufgenommen, mit Hydroxylaminchlorhydrat und Kaliumcarbonat 
6 Stunden gekocht. Es ergaben sich 1,57 g Dibenzylketoxim 
vom Schmelzp. 120°, die 79,8°/, der Theorie entsprechen. Misch- 
schmelzpunkt mit reinem, analysiertem Dibenzylketoxim 120°, 


Mikro-Pregl: 
4,180 mg Substanz gaben 12,245 mg CO, und 2,610 mg H,0O. 
2,585 mg 8 » 18,470 mg CO, und 2,760 mg H,O. 
C,,H,,ON Ber. C 80,00°/, H 6,62°/, 
Gef. ,, 79,92. 80,18,  ,, 6,98 6,74°/, 


Mikro-Dumas nach Pregl: 


4,515 mg Substanz gaben 0,244 cem N bei 745 mm, 17°. 
4,800 mg we » 0,260 com N bei 746mm, 19° | 
C,,H,,ON Ber. N 622%, Gef. N 6,28 6,11°, 


Aufarbeitung der salzsauren Lisung: Sie wurde zur 
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Trockne verdampft und das rohe Benzylaminchlorhydrat 2mal 
aus Alkohol—Ather umkrystallisiert. 

Schmelzp. 240—242°. Mischschmelzpunkt mit analysiertem 
Benzylaminchlorhydrat zeigte keine Depression. 


2-Amino-1,1-diphenylithanol(1). 

0,56 g Aminol wurden mit 25 com Wasser im Bomben- 
rohr 5 Stunden auf 200° erhitzt. Beim Offnen des Rohres 
machte sich starker Methylamingeruch bemerkbar. Nach An- 
siuern mit Salzsiure wurde 2mal ausgeithert, 

Die atherische Lisung wurde eingedampft, der dlige Riick- 
stand in 60°/,igem Alkohol gelést, mit Hydroxylaminchlor- 
hydrat und Kaliumcarbonat versetzt und 5 Stunden auf dem 
Wasserbade am RiickfluBkiihler gekocht. Nach Verdiinnen 
mit Wasser wurde erkalten gelassen, das ausgeschiedene Oxim 
abfiltriert und 2mal aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 140°; Mischschmelzpunkt mit Benzophenonoxim 140°; 
Ausbeute 0,22 g = 50°/, der Theorie. 

Die salzsaure Lisung wurde alkalisch gemacht und zwecks 
Entfernung von eventuell noch vorhandenem Aminol 2 mal 


ausgeaithert. Dabei ist natiirlich ein groBer Teil des Methyl- 


amins verloren gegangen; wir begniigten uns daher mit einem 
mehr qualitativen Nachweis. Die wieder salzsauer gemachte 
Lésung wurde zur Trockne verdampft und das so erhaltene 
Methylaminchlorhydrat zwecks Trennung vom Kochsalz aus 
Alkohol—Ather umzukrystallisieren versucht. Da dies jedoch 
nicht recht gelang, wurde das Platinat dargestellt und aus 
Wasser umkrystallisiert. 


Analyse des Platinsalzes. 


Mikro-Preg]: 
14,560 mg Substanz gaben 2,460 mg CO, und 3,180 mg H,O. 


11,340 mg ‘ » 2,480 mg CO, und 1,970 mg H,O. 
Ber, C 5,0°/, H 2,54°/, 
Gef. ,, 4,60 4,74,  ,, 2,45 2,45%, 


Mikro-Dumas: 
6,050 mg Substanz gaben 0,305 cem N bei 756 mm, 17°. 
4,210 mg a » 0,211 cem N bei 756 mm, 17°, 
Ber. N 5,92°/, Gef. 5,90 5,86%, 
18° 


vy 
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Platinbestimmung: 


13,550 mg Substanz gaben 5,535 mg Pt. 
18,655 mg ‘ » 1,640 mg Pt. 
Ber. Pt 41,16°/, Gef. Pt 40,85 40,95°/, 


2-Amino-1,1-dibenzylathanol(1), 

1. Spaltung mit Wasser: 1 g Aminol wurden mit 
30 ccm Wasser im Rohr 5 Stunden auf 160° erhitzt. Die 
Substanz erschien vollkommen unverindert. Dasselbe Rohr 
wurde nun 5 Stunden auf 180—190° gebracht. Es zeigte sich 
eine geringe Zersetzung. Die Substanz hatte sich gelb gefarbt 
und war von etwas Ol durchsetzt. 

Eine nennenswerte Umsetzung erzielten wir erst durch 
5 stiindiges Erhitzen auf 210° Beim Offnen des Rohres 
Geruch nach Methylamin. Es wurde mit Salzsiure angesiuert 
und 2 mal ausgeithert. 

Aus der aitherischen Lésung wurde durch Abdampfen ein 
Ol gewonnen, das wir wiederum als Dibenzylketon ansprachen. 
Es wurde daher mit Hydroxylaminchlorhydrat und Kalium- 
carbonat in 60°/,igem Alkohol behandelt und ergab 0,42 g 
Dibenzylketoxim vom Schmelzp. 121° Mischschmelzpunkt mit 
analysiertem Dibenzylketoxim zeigte keine Depression. 

2. Spaltung durch trockenes Erhitzen: 1,31 g Aminol 
wurden 5 Stunden auf 180° erhitzt. Beim Erkalten trat 
Krystallisation ein, die Substanz erschien, abgesehen von einer 
geringen Verfarbung unverindert. — Daher wurde weiter 
5 Stunden auf 220° erhitzt. Jetzt schien die Spaltung ein- 
getreten zu sein; es war ein zihfliissiges Ol entstanden. Beim 
Offnen des GefiiBes zeigte sich starker Geruch nach Methyl- 
amin. Das Ol wurde in iiblicher Weise oximiert und ergab 
0,70 g Dibenzylketoxim vom Schmelzp. 120°; Ausbeute also 
57°/, der Theorie. 

Aus der salzsauren Lésung konnten 0,11 g Aminol zuriick- 
gewonnen werden. Die 0,42 g Dibenzylketoxim entsprechen 
daher einer Ausbeute von 73°/, der Theorie. Fiir den Nach- 
weis des Methylamins erschien uns bei diesem Versuch der 
aufgetretene charakteristische Geruch geniigend. 
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Aminosauren. 


VIL. Mitteilung. 
Desamidierung der 2-Amino-1,1-dibenzylathanole (1). 


Von 


Fritz Bettzieehe und Alfred Ehrlich. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1925.) 





Bei der Einwirkung von salpetriger Saiure auf 2-Amino- 
1,1-diphenylathanole erhalt man, wie der eine von uns zeigte, 
Ketone, die durch Wanderung einer Phenylgruppe zum be- 
nachbarten Kohlenstoffatome entstehen. | 


H 
H H 
rb octh _, ad oom, 
NH, OH C,H, 


Zur Erklirung dieser Wanderungen wurde folgendes Reak- 
tionsschema angenommen: 


H C,H C,H 
R Cc 6**5 ae R- C 6**5 
ica, . | | ~C,H; 
NH, OH 1 OH 
NOH 
H C,H 
—— eee 
" | <on, 
ae 
N 
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Wir haben unsere Untersuchung auf die 2-Amino-1,1-di- 
benzylathanole, speziell die vom Glykokoll, Alanin, Phenyl- 
aminoessigsiure und Phenylalanin abgeleiteten, ausgedehnt, 
wobei sich zeigte, daB die Desamidierung derselben nach dem 
gleichen Schema erfolgt. — | 


Versuchsteil. 


Einwirkung von salpetriger Saure auf 2-Amino- 
1,1-dibenzylithanol(1). 

CHO cat, >» OF. GH: a 

NH, OH 0 

14g Aminoalkoholchlorhydrat wurden in etwa der 10fachen 
Menge LEisessig gelést und tropfenweise mit konzentrierter 
Natriumnitritlisung im Uberschu8 versetzt, bis die Lésung 
sich schwach tribte. Nach Verdiinnen mit dem doppelten 
Volumen Wasser wurde ausgeiithert, die atherische Lésung 
mit Kaliumcarbonat neutralisiert, getrocknet, filtriert und der 
Ather abgedampft. Es hinterblieben 10,6 g Rohprodukt, was 
einer Ausbeute von 93,8°/, entspricht. 

Das Ol siedet unter einem Druck von 11 mm Hg bei 
206° unter starker Zersetzung. Das in iiblicher Weise dar- 
gestellte Oxim wurde 4mal aus Alkohol umkrystallisiert, 
dabei mehrmals zwischen Filtern abgepreBt. Es zeigte den 
konstanten Schmelzp. 120° (korr.). 


Mikro-Pregl. 
4,4646 mg Substanz gaben 13,670 mg CO, und 3,010 mg H,0. 
4,1810mg  ,, »  12,3830mg CO, ,, 2,640 mg H,O. 
C,,H,,ON Ber. C 80,84°, H 7,28 °/, 
Gef. ,, 80,27 80,839, ,, 7,25 17,06 %, 


Mikro-Dumas nach Pregl. 
4,398 mg Substanz gaben 0,228 cem N bei 756 mm, 22°. 
4,410 mg - »  0,280cem N ,, 756mm, 22° 
C,.H,,ON Ber. N 5,85°, Gef. N 6,02 5,96 %, 


Kinwirkung von salpetriger Saure auf 2-Amino- 
1,1-Dibenzylpropanol (1). 
1. Darstellung des Aminoalkohols. 
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Hinwirkung von Benzylmagnesiumbromid auf 
Alaninesterchlorhydrat. 





 o a OH, + CoH, - 


H H ; 
CH, -C-——-C—0C,H, OH Os Cols 
NH, O NH, bu 


Die Grignardlésung wurde aus 18 g Magnesiumspinen und 
130 g Benzylbromid in 250 ccm Ather bereitet. Darauf wurden 
15 g Alaninesterchlorhydrat allmahlich eingetragen und nach 
Ablauf der Reaktion nach 11/, Stunden auf dem Wasserbad 
gekocht. Zersetzt wurde mit verdiinnter Salzsiure unter EHis- 
kiihlung. Das ausgefallene Chlorhydrat wurde abgesaugt, in 
Alkohol gelést und durch Zusatz von konzentriertem Ammoniak 
das 2-Methyl-2-amino-1,1-dibenzyl-ithanol (1) freigemacht, das 
als weiBe Krystallmasse ausfiel. Nach 2 maligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol zeigte die Substanz den konstanten Schmelz- 
punkt 96,5°. Ausbeute 21,4 g¢ = 86,3°/, der Theorie. Merklich 
léslich schon in kaltem Alkohol und Benzol, sehr leicht léslich 
in Ather, schwer léslich in Wasser. 


Mikro-Pregl. 
4,660 mg Substanz gaben 13,680 mg CO, und 3,490 mg H,0O. 


4,540 mg ee »  18,850mg CO, ,, 3,320 mg H,0O. 
C,,H,,NO Ber. C 19,94 % H 8,37 °, 
Gef. ,, 80,09 80,19%,  ,, 8,88 818% 


Mikro-Dumas nach Pregl. 


6,061 mg Substanz gaben 0,290 cem N bei 743 mm, 15°. 
6,010 mg is » 0,288 ecm N ,, 743 mm, 16° 


C,,H,NO Ber. N 5,49% Gef. N 5,54 5,52, 
2. Umsetzung mit salpetriger Saure. 





H _CH,-C,H H 
Oe er cs me C—CH,-C 
ae ) NCH, - C,H, =n 7 pre so, 
NH, OH CH,-C,H; O 


11 g Aminoalkohol wurden in der 10fachen Menge LHis- 
essig gelist und mit Natriumnitrit wie beim vorigen Versuch 
zersetzt. Um die Essigsiure nicht in den Ather zu bekommen, 
wurde nach dem Verdiinnen mit Wasser neutralisiert, darauf 
ausgeaithert und die Atherische Liésung mit Kaliumcarbonat 





200 Fritz Bettzieche und Alfred Ehrlich, 


getrocknet. Nach dem Verdampfen des Athers hinterblieb ein 
Ol. Im 25 mm Hg-Vakuum ging die Hauptmenge zwischen 
210—212° tiber. Es wurde abermals fraktioniert und die 
zwischen 210—212° iibergehende Fraktion gesondert auf- 
gefangen. Ausbeute an reinem Produkt: 3,1 g = 30,18 °/,. 


Mikro-Pregl. 
8,793 mg Substanz gaben 11,970 mg CO, und 2,600 mg H,0. 


5,550 mg es »  17,450mg CO, ,, 3,760 mg H,O. 
Ber. C 85,71 °%, H 1,56 %/, 
Gef. ,, 85,82 85,76 °/, » 71,67 7,58 %, 


Ks gelang nicht, aus dem Keton das Oxim oder das Phenyl- 
hydrazon darzustellen. Im Schrifttum ist das zugrunde Sass 
Keton noch nicht bekannt. 


Kinwirkung von salpetriger Saiure auf 2-Phenyl- 
oe 
H CH, - C,H, 
ein EL CH,-C,H, —" GB,- = HO _o_CH,. -C,H, 
NH, OH 


3 g Aminoalkohol wurden in etwa der 10fachen Menge 
Hisessig gelést und wie iiblich mit Natriumnitritlésung ver- 
setzt. Nach dem Verdiinnen mit Wasser wurde ausgeithert, 
die atherische Lésung mit Kaliumcarbonat geschiittelt, ge- 
trocknet und abfiltriert. Der Ather wurde im Vakuum bei 
Zimmertemperatur abdestilliert, wobei das Keton im Kolben 
auskrystallisierte; nach 2 maligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
zeigte es den konstanten Schmelzp. 77—78° Es ist leicht 
léslich in Benzol, Alkohol, Ather, unlislich in Wasser. 

Ausbeute nach 1lmaligem Umkrystallisieren: 2,24 ¢ = 
78,87 °/, der Theorie. 


- Mikro-Pregl. 
4,874 mg Substanz gaben 15,690 mg CO, und 2,960 mg H,0. 
5,093 mg se »  16,410mg CO, ,, 3,090 mg H,O. 


Ber. C 87,93 °%, H 7,04 °/, 
Gef. ,, 87,84 87,90°%, ,, 6,80 6,79 % 
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3 
Einwirkung von salpetriger Siure auf 2-Benzyl- 
2-amino-1,1-dibenzyl-athanol(l). 


H CH, - C,H, C,H, + CH, 4 
Ye ig 
GR SOS 6, —- C,H, -C "> O—C—-CH, CoH 
NH, OH f 


0,38 g Aminoalkohol wurden in der 10 fachen Menge Eis- 
essig gelést und wie iiblich mit Natriumnitritlésung versetzt. 
Nach dem Verdiinnen mit Wasser fielen Krystalle, die ge- 
trocknet 0,30 g wogen, was 83,33°/, der Theorie entspricht. 
Dieses Produkt, das den Schmelzp. 62—64° zeigte, wurde 
Imal aus Kisessig—Wasser, dann aus Alkohol—Wasser und 
schlieBlich aus Alkohol allein umkrystallisiert. Die analysen- 
reine Substanz schmolz bei 68,5°. Sie ist leicht léslich in 
Kisessig, Benzol, Alkohol, Ather, unldslich in Wasser. 


Mikro-Pregl. 
4,758 mg Substanz gaben 15,285 mg CO, und 3,030 mg H,O. 
4,404 mg a »  14,190mg CN, ,, 2,755 mg H,O. 


C,,;H,,O Ber. C 87,84 /, H 7,06 lo 
Gef. ,, 87,64 87,90°/, » 1,22 7,00°, 








Uber die Elementarzusammensetzung des Haares. 


Von 


Dr. med. et rer. nat. Zdenko Stary. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, September 1925.) 





In den Angaben der Literatur iiber die Elementar- 
zusammensetzung menschlichen Haares bestehen auffallige Diffe- 
renzen. Den Adlteren Bestimmungen von Scherer, v. Laer, 
Kithne-Chittenden und Horbaczewski') stehen etwa 
80 Analysen von Rutherford und Hawk?) gegeniiber, deren 
Werte — bei guter Ubereinstimmung untereinander — von 
den Ergebnissen der Adlteren Autoren stark abweichen. Wir 
haben daher in einer friitheren Arbeit*) die Vermutung aus- 
gesprochen, daB diese Differenzen auf eine verschiedenartige 
Vorbehandlung des Materials zuriickzufiihren’ sein kénnten. 

Zur Klarstellung dieser Frage haben wir einerseits ge- 
waschenes und entfettetes Haar, andererseits Haar, das auBer- 
dem nach der Methode von Rutherford und Hawk mit 
Pepsin und Trypsin behandelt und mit Alkohol ausgekocht 
worden war, zur Analyse gebracht. Die Elementaranalyse 
beider Fraktionen ergab keine nennenswerte Differenz. Auch 
der Stickstoffgehalt der Fermentlésungen war nach der EKin- 
wirkung auf das Haar unverindert geblieben. Auf die Vor- 
behandlung mit eiweiBverdauenden Fermenten und kochendem 





1) Scherer, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 40, S. 60 (1842); v. Laer, 
a. a. O. Bd. 45, S. 147 (1848); Kiihne u. Chittenden, Zs. Biol. Bd. 26, 
S. 804 (1890); Horbaczewski, Sitzungsber. d. Wiener Akad. Bd. 80, 
If. Abt., S. 101 (1879). 

2) Rutherford u. Hawk, Jl. Biochem. Bd. 8, S. 459 (1907). 

8) Stary, Diese Zs. Bd. 144, 8S. 156 (1925). 
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Alkohol sind die abweichenden Resultate von Rutherford 
und Hawk somit nicht zu beziehen. 

Zu den Analysen verwendet wurde braunes Mischhaar 
von Kuropiern. Frauen- und Mannerhaar wurde getrennt ver- 
arbeitet, doch ergab es sich, daB die Elementarzusammen-: 
setzung von Frauen- und Mannerhaar nur unbedeutende Diffe- 
renzen aufweist. 

Reinigung: A. Das kurz geschnittene Haar wurde zu- 
nachst mit warmem Seifenwasser, dann mit destilliertem Wasser 
geknetet und geschiittelt, bis das abgeschiittete destillierte Wasser 
vollig klar blieb und riickstandslos verdunstete. Das Haar 
wurde hierauf im Apparat nach Soxhlet mit Alkohol und 
Ather erschépfend extrahiert und bei 110° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

B. Das kurz geschnittene, wie oben mit Wasser gewaschene 
Haar wurde in eine 0,5°/,ige Lésung von Pepsin (Merck 
1:2500) in n/10-Salzsiure eingebracht und bei 35° durch 
48 Stunden belassen. Nach griindlichem Waschen mit destil- 
liertem Wasser wurde das Haar neuerlich in gleicher Weise 
mit einem Uberschu8 einer 0,5 °/,igen Lésung von Trypsin 
(Merck) in n/10-Natriumcarbonat behandelt. Nach neuer- 
lichem Waschen mit destilliertem Wasser wurde das Haar in 
einem Rundkolben mit Alkohol iibergossen und am Wasser- 
bad unter RiickfluBkiihlung durch 36 Stunden gekocht, nach 
dem Abfiltrieren griindlich mit heiBem Alkohol nachgewaschen 
und dann durch 24 Stunden mit Ather ausgekocht. Ein Teil 
des so behandelten Haares wurde bei 110°, ein anderer bei 
100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Von der Wirksamkeit der verwendeten Fermentlésungen iiber- 
zeugten wir uns durch ihre Einwirkung auf Casein. 5 cem der verwendeten 
Pepsinlésung lésten in 24 Stunden 110 mg Casein. 5 ccm der ver- 
wendeten Trypsinlisung listen 200 mg Casein fast restlos auf, nach 
24 Stunden waren durch Ansiiuern nur mehr 30 mg des EiweiBkérpers 
ausfallbar. 

Die Verbrennung erfolgte mit Bleichromat im Kupfer- 
schiffchen unter Vorschaltung einer 30 cm langen blanken 
Kupferspirale. Die Bestimmung des Stickstofis wurde in der 


liblichen Weise nach Kjeldahl durchgefiihrt. Alle Analysen 
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lieBen sich ganz glatt durchfiihren, es ergaben sich keine 
besonderen methodischen Schwierigkeiten. | 


Analysenergebnisse. 


























Nr C H N 
1. | Méannerhaar, hellbraun, —, | 
moh A 2. Gk. 50,38 | 6,57 | 16,24 
2. | Frauenhaar, Lraniis, woeeheiivt pad 50,38 6,38 16,3 
dgl. 50,4 6,52 — 
3. | Frauenhaar, braun, gereinigt nach A, 3 : 
andere Fraktion . . . Be 49,73 6,66 16,25 
4, Minnerhaar, hellibraun, worelntat 
nach B, getrocknet bei 100° . 50,38 6,83 — 
5. Stewnlaiah, braun, gereinigt nach 
B, getrocknet bei 100° . . . 49,8 6,61 16,55 
6. | Frauenhaar, braun, gereinigt nach 
B, getrocknet bei 100°. . . 50,38 6,6 _— 
dgl. 50,42 | 6,81 | 16,15 
7. | Frauenhaar, braun, gereinigt nach 
B, getrocknet bei 110° .. . 50,72 6,37 — 


Vergleichsweise seien die Analysen anderer Untersucher 
beigefiigt: 




















C H N 
Beberer kre + er ese es 50,65 6,7 17,94 
2002 in ic. 50,65 6,37 17,14 
Kiihne- Uikittenden. tik aatieghen teins’ 49,45 6,52 16,81 
Horbaczewski . . 51,16 7,22 _ 
Rutherford und Henk (Mittelw. f 
Kaukasierhaar) ... 44,99 6,44 15,19 





Geringe individuelle duasinsaie in der Elementar- 
zusammensetzung des Haares sind, wie aus der Tabelle unserer 
Analysen hervorgeht, zwar deutlich feststellbar, doch reicht 
keine der von uns untersuchten Haarproben an die Werte von 
Rutherford und Hawk auch nur bei weitem heran. An 
unserem Material lassen sich mithin die Zahlen der beiden 
Autoren nicht reproduzieren; dagegen bilden unsere Resultate 
eine Bekriftigung der inzwischen aus den gebrauchlichen Lehr- 
biichern und Nachschlagewerken verschwundenen Alteren Ana- 
lysen, fiir deren Richtigkeit auch wir hiermit eintreten méchten. 











Uber die Reindarstellung des Digitonins und tiber die 
Nebensaponine des Digitalissamens. 


Von 


A. Windaus. 





(Aus dem Allgem. Chemischen Laboratorium der Universitat Gittingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. September 1925.) 


Das Digitonin ist ein wichtiges Reagens zur quantitativen 
Bestimmung des Cholesterins geworden; es ist darum erwiinscht, 
daB es in ganz reinem Zustand in den Handel kommt; das 
kiufliche Digitonin ist indessen durchaus nicht rein und 
enthalt wechselnde Mengen von Gitonin und anderen Sa- 
poninen. Da auch fiir den Abbau des Digitonins, iiber 
welchen seit mehreren Jahren im hiesigen Laboratorium ge- 
arbeitet wird, ein einwandfreies Ausgangsmaterial besonders 
wertvoll erscheint, haben wir viele Versuche zur Reindarstellung 
des Digitonins vorgenommen. Nach der von Kiliani aus- 
gearbeiteten Methode') schligt man das Rohdigitonin mit 
Amylalkohol als schwer lésliche Additionsverbindung nieder, 
das so gewonnene vakuumtrockene Material lést man in der 
zehnfachen Menge 50°/,igen heiBen Alkohols und wartet ab, 
bis sich das Gitonin in Form strukturloser Korner abgeschieden 
hat; sobald sich dem Niederschlage Krystalle beizumischen 
beginnen, filtriert man ab und erhalt nun im Filtrat das Di- 
gitonin in schénen Nadeln. Dieses Verfahren wiederholt man, 
bis das ausfallende Digitonin bei mikroskopischer Betrachtung 
véllig einheitlich erscheint; schlieBlich krystallisiert man das 





*) Chem. Ber. Bd. 49, S. 704 (1916); Bd. 51, S. 1613 (1918). 


Cap hr ARAN 1% es macs nce nese anergy tc yo cre terres ih 
“fh Yemen eo oem met eh ape ta a dotnet oye Ape, ay een dan be - me sors - 
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Digitonin noch aus 85°/,igem Alkohol um. Obschon das nach 
diesem umstindlichen Verfahren erhaltene Digitonin prachtvoll 
krystallisiert, ist es nicht rein; denn bei Abbauversuchen mit 
diesem Material stéBt man immer wieder auf Derivate des 
Gitonins, vor allem auf Gitogensaure, die sich wegen 
ihrer Widerstandstihigkeit.gegen Oxydationsmittel in den Re- 
aktionsprodukten allmahlich anreichert. 

Aus diesem Grunde hat Herr Shah auf meine Ver- 
anlassung versucht, eine neue Reinigungsmethode fiir das Di- 
gitonin ausfindig zu machen und hat dafiir eine Beobachtung 
von Windaus und Weinhold?) verwendet, nach welcher das 
Digitonin auBer durch hdhere Alkohole auch durch Ather aus 
waiBriger Lésung fallbar ist. Nun gibt zwar auch eine wiBrige 
Lésung des Gitonins mit Ather einen Niederschlag, aber die 
Geschwindigkeit der Ausfillung ist bei beiden Saponinen sehr 
verschieden. Wiahrend reines Digitonin in wenigen Minuten 
praktisch vollstindig ausgefallt wird, dauert es bei reinem 
Gitonin unter den gleichen Bedingungen mehr als 1 Stunde, 
bis die Fallung einsetzt. Das so gewonnene Digitonin ist 
sehr rein, bei Abbauversuchen mit diesem Material haben wir 
niemals das Auftreten von Gitogensiure unter den Oxydations- 
produkten beobachtet. 

Aus nach Kiliani gereinigtem Digitonin und aus reinem 
Gitonin wurde mit Wasser von nicht iiber 85° je eine 5°/,ige 
Lisung bereitet und zu dieser nach dem Erkalten Ather im 
Uberschu8 hinzugefiigt. Aus der Digitoninlésung schied sich 
innerhalb 30 Minuten ein voluminéser Niederschlag ab, wihrend 
in der Gitoninlésung erst nach 1'/, Stunden eine Fallung ein- 
setzte. Aus dem einmal mit Ather umgefallten, vakuum- 
trockenen Digitonin wurde wiederum mit Wasser von 85° 
eine 5°/,ige Lésung bereitet und diese nach dem Erkalten 
auf 15° mit Ather versetzt; dieses Mal war das Saponin i inner- 
halb 10 Minuten zu 98°/, angrefallen. 

Wir haben dann auch das Rohdigitonin des Handels 
nach diesem Verfahren gereinigt und sind nach zwei- bis drei- 





1) Diese Zs. Bd. 126, S. 300 (1923). 
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mal wiederholter Fallung der wifrigen Lésung mit Ather zu 
reinem Digitonin gekommen. Die Mutterlaugen des Digitonins, 
- welche die innerhalb 1 Stunde nicht ausgefillten Saponine 
enthielten, wurden mit Amylalkohol versetzt; die ausfallenden 
Anlagerungsverbindungen wurden nach Kilianis Angaben auf 
Gitonin verarbeitet, das hierin zu 50—60°/, vorhanden war; 
das aus den Mutterlaugen noch gewonnene Rohdigitonin wurde 
wieder mittels Ather auf reines Digitonin verarbeitet. Im Di- 
gitonin des Handels sind etwa 70—80°/, Digitonin, 10—20°/, 
Gitonin und 5—15°/, andere Saponine vorhanden. Diese 
Nebensaponine haben wir zwar nicht als solche zu fassen 
vermocht, aber durch charakteristische Abbauprodukte nach- 
gewilesen. 

Wird ganz reines Digitogenin oder Gitogenin mit kalter 
Chromsiurelésung oxydiert, erfolgt zunichst der Angriff des 
Oxydationsmittels an der a-Glykolgruppe und fiihrt zur Bildung 
der Dicarbonsiuren, Digitogensiure und Gitogensiure; neutrale 
Zwischenprodukte sind bei dieser Reaktion, wie Willerding?) 
und Linsert?) nachgewiesen haben, nicht zu fassen. Oxydiert 
man dagegen in genau derselben Weise das Digitogenin aus 
Rohdigitonin, so erhilt man etwa 10°/, neutraler Produkte, die 
auch durch eine zweite Oxydation nicht in Digitogensdure 
oder Gitogensiure iibergehen. Aus diesem neutralen Anteil 
1aBt sich, wie Weil*) und Linsert gefunden haben, in geringer 
Menge ein schén krystallisierter Stoff vom Schmelzp. 228° und 
der Formel C,,H,,O, isolieren, es ist ein Diketon und liefert 
ein Dioxim, die beiden anderen Sauerstoffatome sind vermutlich 
oxydartig gebunden. Wahrscheinlich ist der neue Stoff das 
Oxydationsprodukt eines zweiwertigen Alkohols C,,H,,0,, eines 
Isomeren des Gitogenins, und enthilt die beiden Hydroxyl- 
gruppen nicht in «-Stellung wie dieses. Vergleichen wir die 
Formeln des Digitogenins und des Gitogenins 

) Beitriige zur Kenntnis des Digitonins, Dissert., Gottingen 1923, 
S. 18. 
*) Uber einige Abbauprodukte des Gitogenins und Digitogenins, 
Dissert., Gottingen 1925. 


*) Beitriige zur Kenntnis des Digitonins, Dissert., Gottingen 1922, 
34, 





Ss. 
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CHOH CHOH CH, CHOH 








HO Ch «| UHOE Ho Ch OHO 
H.C CH én, sae H,0 bx ba, 
a A Na 
Ln a bie lk 
oi ie 2) Cla 


so liegt es nahe, dem neuen Genin C,,H,,0, eine der beiden 
folgenden Formeln zuzuweisen. 








_gHog CHOH CHOH CH, 
HC H+ UH, uO XH cHoOR 
| | oder | | | . 
H.C CH CGH, H.C CH CH, 
one >. 

H CH H CH 

ee a 

C,gHog0- C1 gH 02 


AuBer dem Diketon C,,H,,O, hat Herr Willerding 
unter den neutralen Oxydationsprodukten des Rohdigitogenins 
noch ein Monoketon C,,H,,O0, in sehr kleiner Menge aufgefunden, 
es schmilzt bei 203° und ist wahrscheinlich das Oxydations- 
produkt eines einwertigen Alkohols C,,H,,0,, der eine Hydr- 
oxydgruppe weniger enthalt als Gitogenin und dieselbe Formel 
besitzt wie das Sarsasapogenin.’) 

Wir haben also unter den Aglykonen der Digitalissaponine 
als Hauptprodukt einen dreiwertigen Alkohol C,,H,,O,, in ge- 
ringerer Menge zwei zweiwertige Alkohole C,,H,,O, und in 
Spuren einen einwertigen Alkohol C,,H,,O, nachgewiesen. 
Unwillkirlich erinnert man sich dabei an die analogen Be- 
funde Wielands bei Menschen- und Rindergalle, in der 
in gréBter Menge eine Trioxy-cholansiure C,,H,,0, (Cholsiure) 
und in geringerer Menge zwei Dioxy-cholansiuren ©, 40, 
(Desoxy-cholsiure und Anthropo-desoxy-cholsiure) und eine 
Monooxy-cholansaiure ©,,H,,O, (Litho- tients) aufgefunden 
worden sind. 





1) Journ. Chem. Soc. Bd. 105, 8S. 215 (1914). 
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C,,H;,0,. 

Rohdigitogenin wird nach Kilianis*) Vorschrift mit 
Chromsiurelésung oxydiert; die Oxydationsprodukte werden 
mit Ather extrahiert, die atherische Lisung wird zur Ent- 
fernung der sauren Oxydationsprodukte mit verdiinnter Kalli- 
lauge ausgeschiittelt und dann eingedampft. Um sicher zu 
sein, daB der neutrale Anteil nicht noch unverdndertes Di- 
gitogenin oder Gitogenin beigemischt enthalt, wird er ein 
zweites Mal mit kalter Chromsiurelésung oxydiert und in 
derselben Weise behandelt wie vorher. Das so _ erhaltene 
Material wird zuerst aus Ather—Petrolither, dann aus Aceton 
oder Methylalkohol umkrystallisiert, bis es den Schmelzp. 227 
bis 228° nicht mehr veriandert. 


2,896 mg Substanz gaben 8,001 mg CO,, 2,385 mg H,0. 
CogH 3,0, Ber. C 75,82 °/, H 9,24 °/, 
Gef. ,, 75,37 y 9,28 


Dioxim: Eine alkoholische Lésung des Diketons wurde 


mit Hydroxylaminhydrochlorid und Natriumacetat versetzt und 
4 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Das durch Wasser 
ausgefallte Dioxim wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert 
und so in feinen Nadeln erhalten, die sich zwischen 250—254° 
zersetzten. 


8,485 mg Substanz gaben 0,191 com N (20°, 748,5 mm). 


3,020 mg » 1,784 mg CO,, 2,569 mg H,O. 
C,.H,,0,N, Ber. C 70,2897, H 9,07,  N 6,80°%, 
Gef. ,, 70,32 » 9,51 9 6,29 


In einigen Fallen gelang es, aus dem neutralen Anteil 
zunichst einen in Nadelchen krystallisierenden Stoff vom 
Schmelzp. 199° zu gewinnen, der auf die Formel C,,H,,0, 
stimmende Analysen lieferte und sich schon beim Erwirmen 
mit n/10 alkoholischer Kalilauge in das Diketon C,,H,,0, vom 
Schmelzp. 227° umlagerte. Man geht wohl nicht fehl, wenn 
man diese Isomerisierung mit dem Ubergang der Digitogen- 
siure in Digitosiure in Parallele stellt. 





1) Chem. Ber. Bd. 43, 8. 3564 (1910). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL. 
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C,.H,.0;. 

Beim systematischen Umkrystallisieren der neutralen 
Oxydationsprodukte wurde von Herrn Willerding noch ein 
in schénen Blattchen krystallisierender Stoff vom Schmelz- 
punkt 204—205° aufgefunden, allerdings nur in sehr kleiner 
Menge. Die Analyse und Molekulargewichtsbestimmung passen 
auf die Formel C,,H,,0O,; mit Methylmagnesiumjodid entwickelt 
die neue Verbindung kein Methan, von n/10 alkoholischer 
Kalilauge wird sie nicht verandert. 

3,877 mg Substanz gaben 11,094 mg CO,, 3,528 mg H,0. 


3,677 mg —,, » 10,446 mg CO,, 8,297 mg H,0. 
CogH oO, Ber. C 77,93°/, H 10,07°/, 
Gef. ,, 78,05, 77,89°/, »» 10,18, 10,089/, 
9,100 mg in 79,300 mg Campher erniedrigten den Schmelzp. um 11°. 
2,100 mg in 32,300 mg _,, xu sf a 1b. 
0,248 mg in 2,524mg__,, a ‘ woes. Use 
0,203 mg in 3,434 mg as 2 a a tg ie 


Cog Hy, Mol.-Gew. Ber. 400 Gef. 417, 368, 374, 425. 











Eine einfache Modifikation 
der Harnstoffbestimmung nach Folin. 


Von 


J. Ellinghaus. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. September 1926.) 








Die colorimetrischen Methoden Folins und seiner Mit- 
arbeiter, die der Harn- und Blutanalyse dienen, haben sich 
rasch eingefiihrt. Ihre Vorteile sind so auffallend, daB die 
ilteren Methoden dagegen den Wettbewerb kaum aushalten 
kénnen. Bei hiufiger Benutzung der Methoden und besonders, 
wenn man immer wieder Anfainger in die Methodik einfihren 
muB, ergibt sich gelegentlich doch das Bediirfnis, die eine oder 
andere Methode noch etwas einfacher und handlicher zu ge- 
stalten. So wird wohl iiberall an der Verbesserung der 
Methodik, nicht zum wenigsten von Folin selbst, gearbeitet. 
Kinen wesentlichen Fortschritt stellt in dieser Beziehung die 
Einfihrung des Permutits bei der Ammoniakbestimmung durch 
Folin dar. Diese letztere Bestimmung gab zwar bei der richtigen 
Anwendung der bisherigen Vorschriften stets gute Resultate, 
stellt aber wegen des langdauernden Luftdurchsaugens, das 
2 Stunden lang fortgesetzt werden muB, manchmal groBe An- 
spriiche an die Geduld des Analytikers. Nach Folin und Bell) 
l4Bt sich das Ammoniak nun den Reaktionsfliissigkeiten sehr 
schnell und quantitativ durch Schiitteln mit Permutitpulver 
entziehen. In dem gewaschenen Permutitpulver macht die 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 29,"Nr. 2, S. 329 (1917); Kolb, Chem.- 
Ztg. Nr. 96 (1924). 
. 14* 
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colorimetrische Bestimmung des Ammoniaks mit NeBlerscher 
Lésung keine Schwierigkeit. | 

Diese Permutitmethode haben nun Folin und Youngburg?) 
auch auf die Harnstoffbestimmung tibertragen. Denn hier wieder- 
holt sich, nachdem der Harnstoff durch die Wirkung der Urease 
gespalten ist, dieselbe Ammoniakbestimmung, also wieder das 
Absaugen des Ammoniaks durch einen Luftstrom nach der alten 
Vorschrift. Folin und Youngburg haben nun vorgeschlagen, 
zunichst das Ammoniak in der zu untersuchenden Liésung 
durch Schiitteln mit Permutit zu entfernen, das Ureasepulver 
ebenso ammoniakfrei zu machen, dann mit diesem Pulver den 
Harnstoff zu spalten und nunmehr in der Reaktionsflissigkeit 
das Ammoniak direkt colorimetrisch mit NeBlerscher Lésung 
zu bestimmen. Diese Methode hat den Nachteil, daB bei der 
Bestimmung im Harn der Harnfarbstoff den colorimetrischen 
Vergleich der Fliissigkeiten stért und die Harnsalze nach Zu- 
satz von NeBlerscher Lésung eine Triibung bewirken. Wir 
haben nun diese Methode etwas modifiziert und mit ihr so 
gute Erfolge erreicht, daB wir sie sehr empfehlen kénnen. Man 
erhailt mit der im folgenden beschriebenen Anordnung die 
gleichen Werte wie mit der alten Methode der Durchliiftung, 
nur braucht man einen Bruchteil der Zeit, um die Analyse zu 
Ende zu fihren. 

Zum besseren Verstindnis geben wir zuniichst eine kurze 
Beschreibung der Permutitmethode nach Folin und Bell. 


Ammoniakbestimmung. 


Erforderlich fir die Bestimmung ist auBer den iiblichen 
Reagentien”) noch ein Praparat von Natriumpermutit nach 
Folin.®) 

Nachdem man sich ammoniakfreies Wasser durch Schiitteln 
von destillertem Wasser mit Permutit hergestellt hat, gibt man 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 88, 8S. 111 (1919). 

*) Mandel u. Stendel: Minim. Methoden der Blutuntersuchung. 
Waiter de Gruyter u. Co., Berlin u. Leipzig 1924. ~~ 

*) Zu beziehen von der Permutit-Gesellschaft, Berlin NW 6, Luisenstr. 
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in einen MeBkolben von 200 com 2—-3 g Permutit, 5 ccm destil- 
liertes Wasser und 1—2 ccm Harn (beim Saugling 5—10 ccm), 
spilt die Pipette mit etwas Wasser aus und schiittelt 5 Minuten 
lang lebhaft. Dann gibt man etwa 40 com Wasser hinzu, 
schiittelt, 14Bt das Pulver sich zu Boden setzen und gieBt das 
Wasser ab. Das Permutit wird noch einmal mit 50 ccm Wasser 
geschiittelt und wieder das obenstehende Wasser abgegossen. 
Nachdem so das Permutit von den Harnresten gereinigt ist, 
gibt man etwa 20 ccm Wasser in den Kolben, 5 cem 10°/, ige 
Natronlauge dazu und fillt den Kolben bis zu °/, seines 
Volumens mit Wasser. Jetzt gibt man zu dem Kolben unter 
stindigem Schiitteln und Kiihlen unter der Wasserleitung 10 ccm 
NeBlersches Reagens. Die Vergleichsfliissigkeit wird so her- 
gestellt, da8S man in einen zweiten Kolben von 200 com 5 bw. 
10 com der Vergleichslésung fillt [0,4716 g(NH,),SO, in 1 Liter 
10 com = 1 mg Nj, 5 com 10°/, NaOH zugibt und den Kolben 
bis zu °/, mit Wasser fillt. Darauf werden 10 com NeBler- 
sche Lésung zugegeben, beide Kolben bis zur Marke aufgefillt 
und nach 10 Minuten der colorimetrische Vergleich vorgenommen. 
Man stellt die Vergleichslésung am Colorimeter von Duboscg 


auf 20, dann ist Kien x 0,5 bzw. 1,0 die Menge Ammoniak-N 


esung 
in mg in der angewandten Harnmenge. 


Harnstoff bestimmung. 


Man bestimmt zunichst, wie oben beschrieben, das Am- 
moniak, denn bei der nun folgenden Harnstoffbestimmung be- 
kommt man einen Wert, der die Summe darstellt aus dem 
priformierten Ammoniak und dem durch die Wirkung der 
Urease gebildeten. | 

Nachdem man das Ammoniak bestimmt hat, verdiinnt man 
weitere 10 com Harn auf 100 ccm und entnimmt von dieser 
verdiinnten Lésung fiir die Analyse je nach der Konzentration 
des Harns 2, 5 oder 10 ccm. Diese bringt man in einen Mef- 
kolben von 200 ccm, gibt 10 com Wasser hinzu, 5—6 Tropfen 
Pufferlésung und eine Messerspitze ammoniakfreies Ureasepulver. 
Der Kolben wird fiir eine '/, Stunde in einem Brutschrank bei 
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40° gehalten, dann 2—3 g Permutitpulver hinzugegeben und 
weiter wie bei der Ammoniakbestimmung verfahren. Zieht man 
von dem erhaltenen Wert den vorher bestimmten Ammoniak- 
wert ab, so erhalt man den Wert fir den Harnstoff-N, die so 
erhaltenen Werte sind ebenso genau und zuverlassig wie die 
nach der alten Methode gewonnenen. An Zeit spart man mit 
der Permutitmethode wesentlich. Es fallt auch die Schwierig- 
keit fort, daB die Lésungen sich nach Zusatz der NeBlerschen 
Lésung triiben. Die Lésungen sind im Gegenteil stets véllig klar. 

Die Bestimmungen im Blutfiltrat sind dementsprechend 
vorzunehmen. 


Berechnung: 


Sind 5 ccm der verdiinnten Harnlésung genommen, 80 er- 
gibt sich bei 0,5 mg N in der Vergleichslésung 


1) 20 
Ablesung 
in 100 ecm unverdiinnten Harns. 

Sind ferner 2 ccm unverdiinnten Harns zur Ammoniak- 
bestimmung verwandelt, so ergibt sich bei derselben Vergleichs- 
lésung wie oben 

20 
ne Ablesung 


verdiinnten Harns. 
1)— 2) = mg N aus Harnstoff in 100 cem Harn. 





- 0,5-200 = mg N (aus Harnstoff + Ammoniak) 





-0,5-50 = mgN als Ammoniak-N in 100 eem un- 








Fig. 2. Koproester aus Petryblut 
(geschweifte und normale Form). 





Fig. 7. Cu-Salz aus Toraxflissigkeit Petry Fig. 8. Cu-Salz aus Toraxfliissigkeit Petry 
(essigsaure Mutterlauge). (essigsaure Mutterlauge). 
































Fig. 13. Koproester sekund&r aus Leber. Fig. 14. Uroporphyrin-Ester aus 
Haminextrakt. Petryknochenmark. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CL. Ts 
Zu ,,H. Fischer, H. Hilmer, F. Lindner und Br. Piitze 








Fig. 3. Koproester aus Petryblut (S-Form). Fig 4. Koproester aus Milzfliissigkeit Petry. 





Fig. 9. Cu-Salz aus Toraxfiissigkeit Petry 
(Waschwasser), Fig. 10. Cu-Salz aus Petryknochen. 





























Fig. 15. Koproester aus Petrydarm. Fig. 16. Uroester aus Petryniere. 


ifel I. 
:r, Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. XVIII. Mitteilung“. 








Fig. 5. Koproester aus Toraxflissigkeit 
Petry. 





























Fig. 12. Koproester aus Petryniere 
(mit Pyridin extrahiert). 
































Fig. 18. Koproester aus Petrydarm 


Fig. 17. Koproester aus Petrydarm 
(mit Eisessig-Ather extrahiert). (mit Pyridin extrahiert). 
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